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Souhrn 

 

Đvod: Centr§ln² cholinergn² syst®m hraje kl²ļovou roli pŚi kontrole rŢznĨch mozkovĨch funkc², 

jakĨmi jsou pamŊŠ, uļen², pozornost, motorika a odmŊŔov§n². Naruġen§ integrita, regulace, 

nebo kapacita cholinergn² signalizace je ¼zce spjata s kognitivn²mi symptomy mnohĨch 

neurodegenerativn²ch a neuropsychiatrickĨch onemocnŊn², jakĨmi jsou Alzheimerova 

choroba, Parkinsonova choroba, porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), deprese, 

schizofrenie a zvĨġen§ distraktibilita. Hlavn²m neurotransmiterem cholinergn²ch neuronŢ je 

acetylcholin (ACh) a regulace jeho hladiny je z§kladn²m pŚ²stupem farmakoterapie onemocnŊn² 

spojovanĨch s centr§ln²m cholinergn²m syst®mem. C²lem pŚedloģen® disertaļn² pr§ce bylo 

studium zmŊn centr§ln² cholinergn² neurotransmise s ohledem na rŢzne aspekty modulace 

hladiny ACh v mozku jako kontrola jeho uvolŔov§n² prostŚedn²ctv²m M4 muskarinovĨch 

receptorŢ (MR), jeho hydrolĨza acetylcholinester§zou (AChE) nebo butyrylcholinester§zou 

(BChE) a n§slednŊ po jeho hydrolĨze v synapsi regulac² zpŊtn®ho vychyt§v§n² metabolitu 

cholinu pomoc² vysokoafinitn²ho cholinov®ho transport®ru (CHT). Metodika:  Pouģit²m 

telemetrie jsme sledovali pohybovou aktivitu a tŊlesnou teplotu u myġ² s vyŚazenĨm genem pro 

M4 MR (M4KO) a kontroln²ch wild type (M4WT) myġ² za baz§ln²ch podm²nek a po aplikaci 

centr§lnŊ pŢsob²c²ch l§tek oxotremorinu (OXO), skopolaminu (SCO) a kokainu (COC). 

Aktivitu AChE/BChE a expresi mRNA v odpovŊdi na akutn² a chronickĨ imobilizaļn² stres 

jsme stanovili u myġ² s chybŊj²c²m kortikoliberinem (CRH KO). Pomoc² in vivo 

mikroamp®rmetrie jsme u myġ² s nadmŊrnou expres² CHT (CHT-overexpressor; CHT-OXP) 

mŊŚili schopnost CHT vychyt§vat cholin ze synapse a in vivo mikrodialĨzou jsme 

stanovili  hladinu ACh a cholinu v kŢŚe. U potkanŢ orientuj²c²ch pozornost na sign§l (STs) nebo 

na c²l (GTs) jsme pomoc² vysokoafinitn²ho vychyt§v§n² cholinu (HACU) stanovili ve striatu 

a kŢŚe kapacitu CHT transportovat cholin po stimulaci pŚedn²ho mozku (BF). VĨsledky: M4 

muskarinov® receptory vĨznamnŊ zasahuj² do kontroly spont§nn² lokomoce. M4KO myġi jsou 

hyperaktivn², avġak hyperaktivita je z§visl§ na denn² f§zi testov§n² a na pohlav². M4KO samice 

se rovnŊģ liġ² od svĨch kontrol farmakologickĨm profilem. OXO indukovan§ hypotermie byla 

u M4KO samic zeslaben§. SCO a COC zpŢsobily vĨraznŊjġ² n§rŢst pohybov® aktivity u M4KO 

samic v porovn§n² s WT samicemi. Imobilizaļn² stres vede k odliġn® expresi a aktivitŊ AChE 

a BChE u CRH KO a WT myġ². ZmŊny v aktivitŊ a expresi AChE a BChE jsou u obou genotypŢ 

specifick® pro individu§ln² oblasti mozku. VŊtġ² kapacita CHT u CHT-OXP myġ² vedla ke 

sn²ģen² maxim amplitud endogenn²ho cholinu t®mŊŚ trojn§sobnŊ ve srovn§n² s WT myġmi. U 

CHT-OXP myġ² vzrostla baz§ln² hladina ACh t®mŊŚ dvojn§sobnŊ a hladina cholinu 1,5 n§sobnŊ 

v porovn§n² s WT. STs potkani maj² sn²ģenou kapacitu CHT pro transport cholinu do synapse 

v porovn§n² s GTs. Regulace aktivity CHT tak pŚedstavuje potenci§ln² farmakologickĨ c²l pro 

efektivn² ovlivŔov§n² kognitivn²ch funkc². 

 

Kl²ļov§ slova: M4 MR, M4KO myġi, CRH KO myġi, cholinovĨ transport®r, CHT-OXP myġi, 

STs a GTs potkani 
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Abstract 

 

Introduction:  Central cholinergic system plays a key role in control of different brain 

functions such as learning, memory, attention, locomotion and rewards. Disrupted integrity, 

regulation or capacity of cholinergic signalling is closely connected with cognitive symptoms 

of several neurodegenerative and neuropsychiatric diseases, as Alzheimer disease, Parkinson 

disease, attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), depression, schizophrenia and 

increased distractibility. The major neurotransmitter of cholinergic neurons is acetylcholine 

(ACh) and regulation of ACh levels is main pharmacotherapeutic approach to the treatment of 

diseases associated with central cholinergic system. The aim of the thesis was to study the 

changes of central cholinergic neurotransmission with respect to various aspects of modulation 

of ACh levels in the brain by controlling its release through M4 muscarinic receptors (MR), its 

hydrolysis by acetylcholinesterase (AChE) or butyrylcholinesterase (BChE) and after 

hydrolysis in the synapse, regulation of the uptake of metabolite choline by high affinity choline 

transporter (CHT). Methods: Here we used telemetry to measure locomotor activity and body 

temperature in mice with selective deletion of M4 MR (M4KO) and their wild type (M4WT) 

controls under the basal conditions and after application of centrally acting drugs oxotremorine 

(OXO), scopolamine (SCO) and cocaine (COC). Activity of AChE/BChE and 

mRNA expression in response to acute and chronic immobilisation stress were measured in 

corticotropine-releasing hormone deficient mice (CRH KO). Using in vivo microamperometry 

we measured the capacity of CHT to transport choline from synapse and by in vivo 

microdialysis we determined the cortical level of ACh and choline in mice with overexpression 

of CHT (CHT-overexpressor; CHT-OXP). The high affinity choline uptake was used to 

measure the capacity of CHT to transport choline in striatum and cortex after the stimulation of 

basal forebrain of sign-tracking (STs) and goal-tracking (GTs) rats. Results: M4 MR 

significantly modulate the control of basal locomotor activity. M4KO mice are hyperactive 

compare to WT control. However, the hyperactivity depends on the time of testing and on 

gender used in the experiment. Pharmacological profile of M4KO females differs from WT 

control. OXO-induced hypothermia was attenuated in M4KO females. SCO and COC-induced 

hyperlocomotion was more profoundly increased in M4KO females compare WT females.  

Immobilisation stress affected the expression and activity of AChE and BChE differently in 

CRH KO and WT mice. The changes in activity and mRNA expression of AChE/BChE are 

genotype and brain area specific. The increased capacity of CHT in CHT-OXP mice caused 3-

times decrease in the maximal peak of endogenous choline compare to WT mice. CHT-OXP 

mice have 2-times increased basal ACh level and 1,5-times increased basal level of choline 

compare to WT. STs have decreased capacity of CHT to transport choline from synapse 

compare to GTs. Regulation of CHT activity may represent a prospective pharmacological 

approach in efficient modulation of cognitive functions.  

 

Key words: M4 MR, M4KO mice, CRH KO mice, choline transporter, CHT-OXP mice, STs 

and GTs rats 
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Seznam zkrat ek 

A asymetrick§ molekulov§ forma ChE 

AA kyselina askorbov§ 

AC adenyl§tcykl§za 

ACh acetylcholin 

AChE acetylcholinester§za 

AChE KO myġ s chybŊj²c² AChE 

AChEH H molekulov§ forma AChE 

AChER R molekulov§ forma AChE 

AChES S molekulov§ forma AChE 

AChET T molekulov§ forma AChE 

ACT  pohybov§ aktivita 

ACTH adrenokortikotropin 

ADHD porucha pozornosti s hyperaktivitou 

ATP adenosintrifosf§t 

AUC  plocha pod kŚivkou; "area under the curve" 

BChE butyrylcholinester§za 

BChE KO myġ s chybŊj²c² BChE 

BF   baz§ln² pŚedn² mozek; "basal forebrain" 

BF-ES elektrick§ stimulace baz§ln²ho pŚedn²ho mozku 

BSA bovinn² s®rovĨ albumin; "bovine serum albumine" 

cAMP cyklickĨ adenosinmonofosf§t 

Cer mozeļek 

CNS centr§ln² nervov§ soustava 

ColQ kolagenov§ kotva ChE 

CPu putamen a nucleus caudatus 

CRH kortikoliberin; "corticotropin releasing hormone" 

CRH KO  myġ s delec² genu pro CRH  

CS    podm²nŊnĨ stimulus; "conditioned stimulus" 

CSF mozkom²ġn² mok; "cerebrospinal fluid" 

CVT behavior§ln² studie pozornosti; "cognitive vigilance task" 

DA  dopamin 

DAG diacylglycerol 

DG gyrus dentatus 

DTNB 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoov§ kyselina)  

ER estrogenovĨ receptor 

ESI ionizace elektrosprejem 

FC front§ln² kŢra 

G globul§rn² molekulov§ forma ChE 

GABA gama-aminom§seln§ kyselina 

GDP guanosindifosf§t 

GPCR s G-proteinem spŚaģenĨ receptor 

GPI glykosylfosfatidylinositolov§ kotva 
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GR glukokortikoidn² receptory 

GRE "glucocorticoid responsive element" 

GTP guanosintrifosf§t 

GTs na c²l orientovan² potkani; "goal-trackers" 

HACU vysokoafinitn² zpŊtn® vychyt§v§n² cholinu 

HIP hipokampus 

HC-3 hemicholinium-3 

HPA hypotalamo-hypofĨzo-adren§ln² osa 

5 HT serotonin 

ChAT cholinacetyltransfer§za 

ChE cholinester§zy 

ChOase cholinoxid§za 

CHT cholinovĨ transport®r 

CHT-OXP myġi s nadmŊrnou expres² CHT 

IP3 inositol-1,4,5-trifosf§t 

INs intermedi§ln² potkani 

LACU n²zce afinitn² zpŊtn® vychyt§v§n² cholinu 

LOD detekļn² limit; "limit of detection" 

LP1 bunŊļn® frakce plazmatick® membr§ny 

LP2 bunŊļn® frakce vezikul§rn² membr§ny 

LTA later§ln² tegment§ln² oblast 

MOCx motorick§ kŢra 

mPD meta-fenylendiamin  

mPFC medi§ln² prefront§ln² kŢra 

MR muskarinov® acetylcholinov® receptory 

NA noradrenalin 

NAc  nucleus accumbens 

NR nikotinov® acetylcholinov® receptory 

NBM nucleus basalis Meynerti 

NMJ nervosvalov§ plot®nka 

NP netr®novan§ zv²Śata; "non-performing animals" 

OT tuberculum olfactorium 

OXO oxotremorin 

PIP2 fosfatidylinositolbisfosf§t 

PKC proteinkin§za C 

PLC fosfolip§za C 

PPR PavlovŢv podm²nŊnĨ reflex 

PRAD pŚ²pojn§ dom®na bohat§ na prolin 

PRiMA transmembr§novĨ protein bohatĨ na prolin 

Pt platina 

RT laboratorn² teplota; "room temperature" 

SAT "sustained attentional task" 

SCN suprachiasmatick® j§dro 

SI substantia innominata 
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SN substantia nigra 

SRTT jednoduchĨ test pozornosti; "simple reaction time task" 

SSCx somatosenzorick§ kŢra 

STR striatum 

STs na znamen² orientovan² potkani; "sign-trackers" 

TEMP tŊlesn§ teplota; "temperature" 

Th talamus 

VAChT vezikul§rni acetylcholinovĨ transport®r 

VisCx viscer§ln² kŢra 

VTA tegmentum ventrale 

WAT amfifiln² tetramerizaļn² dom®na bohat§ na tryptofan 
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Centr§ln² cholinergn² syst®m 

Synt®za a uvolŔov§n² acetylcholinu 

Hlavn²m neurotransmiterem cholinergn²ch neuronŢ je acetylcholin (ACh), jehoģ ģivotn² 

cyklus zahrnuje synt®zu, uvolŔov§n², hydrolĨzu a zpŊtn® vychyt§v§n². ACh je syntetizov§n 

v cholinergn²ch presynaptickĨch zakonļen²ch v reakci katalyzovan® enzymem 

cholinacetyltransfer§zou (ChAT) ze svĨch prekurzorŢ cholinu a acetylkoenzymu A (Okuda and 

Haga, 2003; Prado et al., 2002). N§slednŊ je po synt®ze ACh z cytosolu uloģen do synaptickĨch 

vezikul pomoc² vezikul§rn²ho acetylcholinov®ho transport®ru (VAChT) (Prado et al., 2002). Po 

depolarizaci neuronŢ doch§z² ke splynut² vezikul obsahuj²c²ch ACh s presynaptickou 

membr§nou a uvolnŊn² ACh do extracelul§rn²ho prostoru, kde je n§slednŊ enzymaticky 

degradov§n acetylcholinester§zou (AChE) (Ferguson et al., 2003). 40-60 % cholinu 

poch§zej²c²ho z hydrolĨzy ACh se zpŊtnŊ akumuluje v presynaptickĨch zakonļen²ch 

cholinergn²ch neuronŢ, kde je opŊtovnŊ pouģit k synt®ze ACh de novo (Parikh and Sarter, 

2006). ZbĨvaj²c² cholin difunduje pryļ ze synapse.  

UvolnŊnĨ ACh se v§ģe a aktivuje dva typy cholinergn²ch receptorŢ: nikotinov® 

receptory (NR), kter® jsou iontovĨmi kan§ly a muskarinov® receptory (MR), kter® jsou s G 

proteinem spŚaģenĨmi receptory (GPCR). 

V souļasnosti existuj² dva koncepty ch§p§n² cholinergn² neurotransmise v CNS. Jednou 

je model klasick® synaptick® transmise, druhĨ z nich je pŚedstavov§n tzv. difuzn² transmis² (v 

angliļtinŊ volume transmission) (Sarter et al., 2009). Klasick§ synaptick§ transmise je rychl§, 

omezen§ na prostor neuron§ln² synapse, kde uvolnŊnĨ ACh aktivuje pŚedevġ²m receptory na 

postsynaptick® membr§nŊ. Difuzn² transmise je pomalejġ² a pŢsob² na delġ² vzd§lenosti, 

uvolnŊnĨ ACh mŢģe difundovat pryļ ze synapse a aktivovat tak nesynaptick® receptory, 

pŚ²padnŊ poļ²t§ s uvolnŊn²m ACh z extrasynaptickĨch varikozit (Sarter et al., 2009). 

Ve prospŊch klasick® transmise hovoŚ² nŊkter® studie analyzuj²c² mnoģstv² 

cholinergn²ch varikozit formuj²c²ch synapse. V urļitĨch oblastech mozku, jakĨmi jsou kŢra, 

tegmentum ventrale (VTA) a parafascikul§rn² talamick® j§dro byla prok§z§na vysok§ ļetnost 

cholinergn²ch synaptickĨch kontaktŢ (Holmstrand et al., 2010; Parent and Descarries, 2008; 

Smiley et al., 1997; Turrini et al., 2001). PravdŊpodobnost, ģe se v CNS pŚedeġ²m vyskytuj² 

klasick® synpase je rovnŊģ podpoŚena vĨjimeļnou silou AChE, kter§ se vyznaļuje schopnost² 

vysoce efektivnŊ hydrolyzovat aģ 5000 molekul ACh za sekundu (Lawler, 1961). Je proto m§lo 
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pravdŊpodobn®, ģe ACh, kterĨ disociuje z vazby na cholinergn² receptory, by mohl uniknout 

jej² katalytick® s²le a aktivovat jin® nesynaptick® receptory (Zimmerman and Soreq, 2006a). 

VĨskyt difuzn² transmise v CNS na stranŊ druh® je podpoŚen studiemi, kter® naznaļuj², 

ģe v nŊkterĨch oblastech mozku je mnoģstv² cholinergn²ch varikozit formuj²c²ch synapse mal® 

(Descarries et al., 1997). Velmi mal® mnoģstv² synaptickĨch kontaktŢ bylo pozorov§no nejen 

ve striatu (STR) a hipokampu (HIP), ale i v kŢŚe potkanŢ (Contant et al., 1996; Aznavour et al., 

2005; Umbriaco et al., 1994), coģ je v rozporu s pozorov§n²mi, ke kterĨm dospŊli Turrini a kol, 

kdyģ stanovili relativnŊ vysokou incidenci synaptickĨch kontaktŢ v mozkov® kŢŚe (Turrini et 

al., 2001). Tyto odliġnosti ovġem mohou bĨt zpŢsobeny rozd²ly v analyzovanĨch korovĨch 

oblastech, stejnŊ jako i krit®rii urļuj²c²mi synaptick® kontakty mezi jednotlivĨmi pracemi.  

Teorii difuzn² transmise podporuj² stejnŊ tak studie se zamŊŚen²m na ultrastruktur§ln² 

rozm²stŊn² cholinergn²ch receptorŢ. M1 MR byly jakoģto nejļetnŊji zastoupenĨ podtyp MR 

v kŢŚe a HIP sledov§n² detailn² celul§rn² a subcelul§rn² distribuci u myġ², stejnŊ tak byl 

zkoum§n jejich poļet v cholinergn²ch varikozit§ch formuj²c²ch synapse. V t®to studii 

(Yamasaki et al., 2010) prok§zali, ģe M1 MR jsou lokalizov§ny na extrasynaptick® membr§nŊ 

dendritŢ a trnŢ pyramidovĨch bunŊk, pŚiļemģ mnoģstv² synaptickĨch kontaktŢ mezi 

cholinergn²mi varikozitami a distribuc² M1 MR bylo n²zk® a nepravideln®. AutoŚi d§le na 

z§kladŊ vĨsledkŢ diskutovali, ģe ACh alespoŔ v pŚ²padŊ kŢry a HIP mŢģe bĨt uvolnŊn do 

extracelul§rn²ho prostoru z rŢznĨch nesynaptickĨch varikozit. ACh tak mus² pŚekonat vŊtġ² 

vzd§lenosti, aby ovlivnil cholinergn² receptory, ļ²mģ podporuje teori² okolit® hladiny ACh tzv. 

difuzn² transmisi. 

PŚ²tomnost klasickĨch cholinergn²ch ale i dif¼zn²ch synaps² v CNS je podpoŚena 

studiemi s vyuģit²m elektrofyziologie a optogenetiky (Alkondon et al., 1998; Arroyo et al., 

2012; Hefft et al., 1999; Lamotte dôIncamps et al., 2012; Ren et al., 2011), pŚiļemģ tyto studie 

naznaļuj², ģe oba typy cholinergn² neurotransmise v CNS maj² sv® opodstatnŊn². Na z§kladŊ 

elektrofyziologickĨch mŊŚen² synaptickĨch nikotinovĨch proudŢ, kter® jsou pomal®, by se 

mohlo zd§t, ģe i v tomto pŚ²padŊ se jedn§ sp²ġe o difuzn² transmisi. AutoŚi v pr§ci vġak d§le 

rozeb²raj², ģe tyto pomal® nikotinov® proudy mohou bĨt pravdŊpodobnŊji dŢsledkem vysok® 

afinity NR k ligandu ACh a tedy vĨsledkem synaptick® transmise (dôIncamps and Ascher, 

2014). 

 

 

 

 



19 

 

Nikotinov® receptory v CNS 

Vzhledem k tomu, ģe se disertace nikotinovĨmi receptory podrobnŊ nezabĨv§, 

pop²ġeme pouze struļnŊ molekul§rn² biologii nikotinovĨch receptorŢ. 

NR patŚ² do skupiny ligandem ovl§danĨch iontovĨch kan§lŢ, kter® jsou propustn® pro 

jednomocn® a dvojmocn® kationty. Na z§kladŊ uspoŚ§d§n² pŊti podjednotek okolo vodou 

vyplnŊn®ho p·ru mohou NR tvoŚit homopentamery a heteropentamery (Le Nov¯re et al., 2002; 

McGehee and Role, 1995). V CNS jsou podjednotky zastoupeny osmi Ŭ (Ŭ2 ï Ŭ7, Ŭ9 a Ŭ10) 

a tŚemi ɓ (ɓ2 ï ɓ4) podtypy (Lewis and Picciotto, 2013; Zoli et al., 2015).  Strukturn² a funkļn² 

rozmanitost neuron§ln²ch NR vych§z² z velk®ho mnoģstv² rŢznĨch kombinac², kter® mohou 

tyto podjednotky vytvoŚit. Nejrozġ²ŚenŊjġ²m typem NR v CNS jsou heteromern² Ŭ4ɓ2 NR 

a homomern² Ŭ7 NR (Gotti et al., 2009; Lindstrom et al., 1996). Ŭ4ɓ2 NR maj² vysokou afinitu 

k nikotinu, zat²mco Ŭ7 NRs obsahuj² vazebn® m²sto pro Ŭ-bungarotoxin. NR jsou exprimov§ny 

v rŢznĨch oblastech mozku a mŢģeme je nal®zt v podobŊ presynaptickĨch, pretermin§ln²ch, 

postsynaptickĨch ļi nonsynaptickĨch receptorŢ. Toto ġirokospektr§ln² rozm²stŊn² NR pŚisp²v§ 

k Ś²zen² neuron§ln²ch signalizac² rŢznĨmi mechanismy (Dani and Bertrand, 2007). 

 

Muskarinov® receptory v CNS 

MR patŚ² do velk® skupiny GPCR receptorŢ. MR jsou zastoupeny pŊti podtypy M1 ï 

M5, kter® jsou k·dov§ny pŊti rozd²lnĨmi geny (Caulfield and Birdsall, 1998; Dencker et al., 

2012). Jakoģto z§stupci GPCR rodiny, MR jsou tvoŚeny membr§novĨm proteinem, kterĨ 

sedmkr§t proch§z² pŚes plazmatickou membr§nu a vytv§Ś² sedm transmembr§novĨch z·n, kter® 

jsou vz§jemnŊ propojeny tŚemi extracelul§rn²mi a tŚemi intracelul§rn²mi hydrofiln²mi 

smyļkami. N- konec proteinu se nach§z² v extracelul§rn²m prostoru, zat²mco C- konec 

nalezneme v intracelul§rn²m prostoru (Felder, 1995). MR  se vyskytuj² ve vġech oblastech 

mozku, pŚiļemģ nejvŊtġ² mnoģstv² MR se nach§z² v oblasti pŚedn²ho mozku (Oki et al., 2005). 

V mozku savcŢ bylo identifikov§no vġech 5 podtypŢ MR, pŚiļemģ se jejich zastoupen² 

v jednotlivĨch oblastech mozku liġ² (Wolfe and Yasuda, 1995). T®mŊŚ 50 % vġech MR v mozku 

tvoŚ² M1 MR, kter® jsou pŚedevġ²m postsynaptickĨmi receptory. M1 MR pŚedstavuj² 

predominantn² podtyp MR v mozku (Hamilton et al., 1997; Levey, 1996). M2 receptory jsou 

v mozku zastoupeny pouze v mal®m mnoģstv², podobnŊ tomu je i v pŚ²padŊ M3 receptorŢ 

(Csaba et al., 2013; Hersch et al., 1994; Wolfe and Yasuda, 1995). V relativnŊ velk®m poļtu 

jsou zastoupeny M4 receptory, a to zejm®na v oblasti striata (Gomeza et al., 1999a). M4 
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receptory se vyskytuj² jak presynapticky, tak postsynapticky (Levey, 1996). M5 receptory se 

nach§z² pŚedevġ²m v hipokampu, striatu a stŚedn²m mozku, avġak pouze v mal®m mnoģstv²  

(Levey, 1996; Wolfe and Yasuda, 1995). V oblasti tegmentum ventrale a pars compacta 

substantiae nigrae (SNc) jsou M5 receptory kolokalizov§ny s D2 dopaminovĨmi receptory na 

projekļn²ch neuronech, kde mohou usnadŔovat uvolŔov§n² dopaminu z dopaminergn²ch 

zakonļen² (Weiner et al., 1990; Yamada et al., 2001). M5 MR mRNA byla rovnŊģ lokalizov§na 

v cerebr§ln²ch c®v§ch (Phillips et al., 1997). 

Mechanismus signalizace MR, coby ļlenŢ GPCR rodiny, je zaloģen na klasick®m 

funkļn²m modelu receptor ï transduktor, kterĨm je G protein (Pierce et al., 2002). G proteiny 

jsou heteromerick® struktury sloģen® ze tŚ² podjednotek Ŭ, ɓ a ɔ. Ŭ-podjednotka odpov²d§ za 

vazbu GTP nebo GDP a za hydrolĨzu GTP. ɓ a ɔ podjednotky jsou pevnŊ spojeny a tvoŚ² ɓ/ɔ 

dimer (Milligan and Kostenis, 2006). Po aktivaci MR ligandem doch§z² k rychl®mu uvolnŊn² 

GDP z vazby s Ŭ-podjednotkou a jeho nahrazen² GTP (Pierce et al., 2002). U takto 

aktivovan®ho heterotrimeru se sn²ģ² afinita Ŭ-podjednotky k dimeru ɓ/ɔ a G proteinovĨ 

komplex disociuje na Ŭ a ɓ/ɔ podjednotky. Pokud nen² GTP hydrolyzov§n na GDP jsou 

podjednotky st§le aktivn². Po hydrolĨze na GDP je aktivaļn² cyklus ukonļen a Ŭ-GDP a ɓ/ɔ 

dimer opŊt asociuj². ObŊ aktivovan® podjednotky mohou d§le ovlivŔovat funkļn² stav rŢznĨch 

efektorovĨch molekul: druh® posly, proteinov® kin§zy a iontov® kan§ly  (Felder, 1995; 

Nathanson, 2000). 

M1, M3 a M5 podtypy MR patŚ² do skupiny Gq/G11 proteinŢ, jejichģ sign§ln² kask§da je 

spjata s aktivac² fosfolip§zy C (PLC). PLC hydrolyzuje membr§novŊ v§zanĨ 

fosfatidylinositolbisfosf§t (PIP2) za vzniku dvou druhĨch poslŢ diacylglycerolu (DAG) a 1,4,5-

inositoltrisfosf§tu (IP3). IP3 mobilizuje intracelul§rn² z§soby v§pn²ku a aktivuje enzymy 

obsahuj²c² kalcium-kalmodulinovou podjednotku. DAG aktivuje proteinkin§zu C (PKC), kter§ 

fosforyluje c²lov® proteiny (Wess, 1996). 

M2 a M4 MR inhibuj² adenyl§tcykl§zu (AC) prostŚednictv²m Gi/Go skupiny G proteinŢ. 

PŢsoben²m Ŭi podjednotky G proteinu doch§z² k inhibici AC a sn²ģen² intracelul§rn² 

koncentrace cAMP (Jeon et al., 2010). 

MR mohou modulovat neuron§ln² okruhy rŢznĨmi mechanismy vļetnŊ regulace 

uvolŔov§n² neurotransmiterŢ, neuron§ln² excitability (dr§ģdivosti), transkripce a translace 

(Calabresi et al., 2000; McCoy and McMahon, 2007; Zhang et al., 2002a). 

Mimo vĨġe uveden® mohou MR ovlivnit neuron§ln² aktivitu prostŚednictv²m regulace 

rŢznĨch typŢ iontovĨch kan§lŢ nach§zej²c²ch se na membr§nŊ nervov® buŔky. V z§vislosti na 

typu iontov®ho kan§lu, kterĨ je v tomto procesu zapojen, stejnŊ jako na podtypu MR mŢģe j²t 
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o postsynaptickou excitaci, postsynaptickou inhibici a presynaptickou (auto)inhibici (Brown, 

2010).  

MR spŚaģen® s PLC jsou zodpovŊdn® za postsynaptickou excitaci, kter§ je vĨsledkem 

inhibice rŢznĨch typŢ drasl²kovĨch kan§lŢ vļetnŊ napŊŠovŊ z§vislĨch K+ kan§lŢ 

(Kv7/KCNQ/KM), v§pn²kem aktivovanĨch K
+ kan§lŢ zpŢsobuj²c²ch sn²ģen² potenci§lu tzv. 

pomalou Ăafterhyperpolarizaciñ (KsAHP/KCa) a st§le otevŚenĨch Ăleakñ K+ kan§lŢ (Kleak) 

(Broicher et al., 2008; Brown, 2010; Pennefather et al., 1985; Rouse et al., 2000a; Shen et al., 

2005). KromŊ toho mŢģe aktivace M1 MR inhibovat dovnitŚ usmŊrŔuj²c² K+ kan§l (Kir2) a v®st 

tak ke zvĨġen² ļasov® sumace excitaļn²ch synaptickĨch potenci§lŢ (Carr and Surmeier, 2007). 

Inhibice K+ proudŢ M1/M3/M5 muskarinovĨmi receptory je vĨsledkem aktivace PLC 

prostŚednictv²m Gq protein. PLC rychlou hydrolĨzou PIP2 zpŢsob² uzavŚen² kan§lŢ v dŢsledku 

vyļerp§n² z§sob PIP2 v membr§nŊ, kterĨ za norm§ln²ch okolnost² stabilizuje K+ kan§l 

v otevŚen®m stavu (Carr and Surmeier, 2007; Kruse et al., 2012). 

Postsynaptick§ inhibice prostŚednictv²m M2 MR je vĨsledkem pŚ²m® vazby Gi 

proteinov® ɓɔ podjednotky na K+ kan§l (Kir3/GIRK). Gɓɔ podjednotka v neuronech aktivuje 

pŚedevġ²m Kir3.1 a Kir3.2 K+ kan§ly (Brown, 2010). 

Presynaptick§ inhibice je vĨsledkem aktivace M2/M4 MR a je dŢleģitĨm pŚedpokladem 

kontroly zpŊtn®ho uvolŔov§n² ACh. Tento ¼ļinek je zprostŚedkov§n inhibic² napŊŠovŊ 

z§vislĨch Ca2+ kan§lŢ (Cav) interakc² mezi Go proteinovou ɓɔ podjednotkou a Ca2+ kan§lem 

(Allen and Brown, 1993). 

Jednou z hlavn²ch funkc² MR je zpŊtn§ kontrola uvolŔov§n² ACh (Dolezal and Tucek, 

1999). Pouģit²m genetickĨch modelŢ myġ² s chybŊj²c²mi M2 a/nebo M4 receptory bylo 

prok§z§no, ģe tento mechanismus je zprostŚedkov§n presynaptickĨmi M2 a M4 MR (Zhang et 

al., 2002a). M4 MR jsou exprimov§ny zejm®na ve striatu, kde jsou zapojeny v kontrole 

uvolŔov§n² ACh, zat²mco M2 MR inhibuj² uvolŔov§n² ACh v kortexu a hipokampu (Zhang et 

al., 2002a). M2 a M4 MR se vyskytuj² i jako heteroreceptory na glutamatergn²ch 

a GABAergn²ch zakonļen²ch (Rouse et al., 2000a) a jejich aktivace vede ke sn²ģen² uvolŔov§n² 

glutam§tu a GABA (Carr and Surmeier, 2007; Seeger et al., 2004). 

Modulaļn² roli MR pŚi uvolŔov§n² neurotransmiterŢ a neuron§ln² excitabilitŊ se 

pŚisuzuj² schopnosti MR spouġtŊt dlouhotrvaj²c² zmŊny na synaptick® ¼rovni ï hovoŚ² se o 

synaptick® plasticitŊ ï ta je povaģovan§ za molekul§rn² mechanismus uļen² a pamŊti (Malenka 

and Bear, 2004; Whitlock et al., 2006). 

Mnoh® farmakologick® studie popsaly vĨznamnou ¼lohu MR pŚi rŢznĨch procesech 

v mozku, vļetnŊ uļen² a pamŊti (Quirion et al., 1995), pozornosti (Chen et al., 2004), pohybov® 
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aktivitŊ (Gomeza et al., 1999a; Sipos et al., 1999), termoregulaci (Lomax and Jenden, 1966), 

sp§nku a bdŊlosti (Coleman et al., 2004) aj. Zejm®na pro nedostatek ligandŢ selektivn²ch k pŊti 

podtypŢm MR trvalo pomŊrnŊ dlouhou dobu, neģ byla jednotlivĨm podtypŢm MR pŚisouzena 

specifick§ funkce v tŊchto procesech. OdpovŊd² na tento probl®m bylo zapojen² genetickĨch 

technik a vytvoŚen² modelŢ myġ² s vyŚazen²m genu pro  M1 ï M5 podtyp MR (Wess et al., 

2007).  

 

U M1KO myġ² byla zjiġtŊna hyperaktivita jak za norm§ln²ch podm²nek, tak i v situaci 

zvĨġen®ho stresu a v testech soci§ln² interakce (Gerber et al., 2001; Miyakawa et al., 2001). 

Anagnostaras a kol. uskuteļnili u M1KO myġ² nŊkolik typŢ testŢ uļen² a pamŊti, ve kterĨch 

zjistili, ģe chybŊn² M1 MR  zpŢsobuje m²rnĨ kognitivn² deficit (Anagnostaras et al., 2003). 

 

Jedna z prvn²ch studi² u M2KO myġ² pŚisoudila M2 MR kl²ļovou ¼lohu pŚi kontrole 

pohybu z§visl®m na stimulaci MR, pŚi regulaci tŊlesn® teploty a pŚi nociceptivn² odpovŊdi 

(Gomeza et al., 1999b). M2KO myġi se kromŊ toho vyznaļuj² zmŊnami v neuron§ln² plasticitŊ, 

coģ se odrazilo na jejich zhorġen® pamŊti a flexibilitŊ v chov§n² (Seeger et al., 2004). Ztr§ta M2 

MR rovnŊģ zpŢsobila zvĨġen² baz§ln² hladiny ACh v HIP, coģ se mohlo podepsat na jejich 

zhorġenĨch schopnostech pamŊti a uļen² se (Tzavara et al., 2003). 

 

Aļkoliv jsou M3 MR hojnŊ zastoupeny v rŢznĨch oblastech mozku, ģ§dn§ pr§ce 

neprok§zala jejich roli na centr§ln² nervov® ¼rovni. M3KO myġi mŊly sn²ģenou hypotermickou 

odpovŊŅ na oxotremorin v porovn§n² s WT kontrolami, avġak tento ¼ļinek nebyl tak vĨraznĨ, 

jako u myġ² s chybŊj²c²m M2 podtypem MR (Bymaster et al., 2003). 

 

Prvn² studie s M4KO myġmi pŚisoudila M4 MR roli pŚi kontrole pohybov® aktivity 

(Gomeza et al., 1999a). Hyperlokomoce u M4KO myġ² byla d§na do souvislosti se zmŊnŊnou 

striat§ln² aktivitou a zvĨġenĨm dopaminergn²m tonem (Tzavara et al., 2004). Avġak po zpŊtn®m 

kŚ²ģen² pŢvodn² linie (desetkr§t) u M4KO myġ² hyperlokomoļn² efekt vymizel (Schmidt et al., 

2011). M4 MR byla rovnŊģ pŚisouzena ¼loha pŚi analgetick® odpovŊdi po pouģit² 

muskarinovĨch agonistŢ. Aļkoliv byl tento ¼ļinek predominantnŊ pŚipisov§n M2 podtypu MR, 

v experimentech s pouģit²m dvojitĨch M2/M4KO myġ² analgesie vyvolan§ oxotremorinem 

(OXO) ļi jinĨmi centr§lnŊ pŢsob²c²mi muskarinovĨmi agonisty byla zcela potlaļena, coģ 

naznaļilo, ģe muskarinovĨ analgetickĨ ¼ļinek je zprostŚedkov§n M2 i M4 MR (Duttaroy et al., 

2002). 
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Na prepar§tech ze striata M5KO myġ² bylo prok§z§no sn²ģen® uvolŔov§n² DA po 

stimulaci agonistou MR oxotremorinem (Yamada et al., 2001). Đļinek elektrick® stimulace 

later§ln² tegment§ln² oblasti (LTA), kter§ vyvolala u WT myġ² dlouhotrvaj²c² uvolŔov§n² DA 

v nucleus accumbens (NAc), byl ¼plnŊ potlaļen u M5KO myġ² (Yeomans et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

CholinovĨ transport®r 

PresynaptickĨ vysokoafinitn² cholinovĨ transport®r (CHT) hraje dŢleģitou 

fyziologickou roli v synt®ze ACh. Dostatek cholinu v presynaptickĨch zakonļen²ch 

cholinergn²ch neuronŢ pŚedstavuje limituj²c² faktor v produkci ACh. Zat²mco mnoģstv² 

acetylkoenzymu A pro synt®zu ACh de novo je v buŔce dostateļn®, neboŠ je z²sk§v§n baz§ln²m 

metabolismem neuronŢ (Tucek, 1983), cholin, kterĨ se z²sk§v§ pŚedevġ²m z potravy, mus² bĨt 

do buŔky transportov§n pomoc² CHT, mechanismem zvanĨm vysokoafinitn² zpŊtn® 

vychyt§v§n² cholinu (HACU) (Ferguson et al., 2004). Mimo tohoto mechanismu je dobŚe 

zn§mo i n²zkoafinitn² vychyt§v§n² cholinu (LACU), kter® zabezpeļuje dostatek cholinu na 

synt®zu fosfatidylcholinu a nen² bunŊļnŊ specifick® (Bussi¯re et al., 2001).  

Funkļn² nezbytnost HACU byla dobŚe prok§z§na v experimentu, kde pŚetrv§vaj²c² 

stimulace cholinergn²ch zakonļen² v m®diu, kter® neobsahovalo cholin, vedla ke sn²ģen² 

synt®zy ACh (Mulder et al., 1974). StejnŊ tak selektivn² blok§da nebo genetick§ ablace HACU 

vedla ke sn²ģen® synt®ze a uvolŔov§n² ACh in vitro, zhorġila pŚi tom cholinergn² neurotransmisi 

v centr§ln² i perifern² synapsi in vivo (Ferguson et al., 2004; Maire and Wurtman, 1985). 

Kl²ļov§ role CHT mŢģe bĨt velmi dobŚe pops§na na pŚ²kladu, kdy dysfunkce/blok§da CHT na 

nervosvalov® plot®nce (NMJ) zpŢsob² smrtelnou paralĨzu dĨchac²ch svalŢ (Ferguson et al., 

2004; Schueler, 1955). 

HACU je z§visl® na pŚ²tomnosti Na+ a Cl-, vyznaļuje se vysokou afinitou k cholinu 

s Km hodnotami v rozmez² 1-5 ÕM a je inhibovan® selektivn²m kompetitivn²m antagonistou 

hemicholiniem-3 (HC-3) (Ki = 10 ï 100 nmol/l) (Ferguson et al., 2003; Murrin and Kuhar, 

1976; Yamamura and Snyder, 1972). 

Na rozd²l od HACU, LACU nen² Na+/Cl- z§visl®, m§ n²zkou afinitu k cholinu s Km 20 

ï 200 Õmol/l a je inhibov§no relativnŊ vysokĨmi koncentracemi HC-3 (Ki = 50 Õmol/l) (Michel 

et al., 2006). 

Transport cholinu mechanismem HACU je regulov§n neuron§ln² aktivitou (Simon and 

Kuhar, 1975), avġak podstata tohoto dŊje zŢstala dlouho neobjasnŊna. Tradiļn²m zpŢsobem, 

pomoc² pŚ²mĨch vazebn²ch studi² s [3H] HC-3, bylo nejen in vitro, ale i in vivo prok§z§no, ģe 

CHT-zprostŚedkovan® HACU je regulov§no stupnŊm neuron§ln² aktivity cholinergn²ch 

neuronŢ (Murrin and Kuhar, 1976). RovnŊģ in vivo experimenty s pouģit²m l§tek ovlivŔuj²c²ch 

ģivotn² cyklus a uvolŔov§n² ACh vedly ke zmŊn§m HACU. Intraperitone§ln² aplikace 

antagonisty MR atropinu, kterĨ stimuluje uvolŔov§n² ACh prostŚednictv²m  blok§dy 

autoinhibiļn²ch MR, vedla ke zvĨġen² HACU v synaptozomech pŚipravenĨch ze striata 
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a hipokampu potkanŢ (Goldman and Erickson, 1983) a tak® zvĨġila vazbu [3H] HC-3 na 

membr§novĨch frakc²ch pŚipravenĨch ze striata a kŢry potkanŢ  (Lowenstein and Coyle, 1986).  

Behavior§ln² studie pozornosti (Ăcognitive vigilance taskñ (CVT)) u potkanŢ, kter§ 

vyuģ²v§ detekci stimulu, kterĨm je pŚ²tomnost nebo nepŚ²tomnost svŊteln®ho sign§lu a n§sledn§ 

odpovŊŅ zv²Śat vĨbŊrem spr§vn®ho tlaļ²tka, rovnŊģ potvrdily zvĨġen² HACU. Kontroln² 

skupina potkanŢ nebyla tr®nov§na na svŊtelnĨ stimulus (Ănon-performing animalsñ (NP)), nebo 

byla tr®nov§na pouze v jednoduch®m testu (Ăsimple reaction time taskñ (SRTT)), kde je 

zv²Śetem prezentov§no jen jedno tlaļ²tko a nejsou t²m vyģadov§ny zvĨġen® n§roky na 

pozornost. U potkanŢ, kteŚ² byli tr®nov§ni v CVT, byla rychlost HACU Vmax v synaptozomech 

z²skanĨch z prav® oblasti mPFC zvĨġen§, na rozd²l od kontroln²ch NP a SRTT skupin potkanŢ 

(Apparsundaram et al., 2005). 

DetailnŊjġ² objasnŊn² molekul§rn²ho mechanismu HACU pŚinesla aģ identifikace genu 

pro CHT, kterĨ byl postupnŊ pops§n u potkana (CHT1) (Okuda et al., 2000), ļlovŊka (hCHT) 

(Okuda and Haga, 2000) a myġi (mCHT) (Apparsundaram et al., 2001).  Detailn² analĨza 

sekvenc² myġ²ho mCHT prok§zala 93% resp. 98% totoģnost aminokyselin s lidskĨm resp. 

potkan²m CHT (Apparsundaram et al., 2001). To umoģnilo pŚ²pravu monoklon§ln²ch 

a polyklon§ln²ch protil§tek specifickĨch pro CHT, stejnŊ jako pŚ²pravu myġ² s chybŊj²c²m 

genem pro CHT (Ferguson et al., 2004). 

PŚ²prava CHT-specifickĨch protil§tek umoģnila detailnŊ popsat expresi CHT a jeho 

lokalizaci na subcelul§rn² ¼rovni. V²cer® studie vyuģ²vaj²c² imunoblotting a imunofluorescenci 

prok§zaly, ģe CHT je distribuov§n v cholinergn²ch zakonļen²ch v oblastech mozku, jako jsou 

baz§ln² pŚedn² mozek, striatum, medi§ln² habenula a tak® v  motoneuronech (Ferguson et al., 

2003; Misawa et al., 2001). CHT se nach§z² jednak na plazmatick® membr§nŊ a jednak 

intracelul§rnŊ na vezikulech obsahuj²c²ch ACh (Ferguson et al., 2003). Velk® pŚekvapen² vġak 

pŚedstavovalo zjiġtŊn², ģe vŊtġinovĨ pod²l CHT proteinu je lokalizov§n spolu s VAChT na 

intracelul§rn²ch vezikulech (70%). Bezm§la 50 % vezikul, kter® byly pozitivn² pro VAChT, 

obsahovalo i CHT (Ferguson et al., 2003). Pouģit² protil§tek pro CHT umoģnilo bliģġ² objasnŊn² 

mechanismu pŚesunu a zabudov§n² CHT do plazmatick® membr§ny za zvĨġenĨch n§rokŢ na 

cholinergn² syst®m (Ferguson and Blakely, 2004). Depolarizace striat§ln²ch synaptozomŢ ionty 

K+, zpŢsobila pŚesun proteinu CHT z intracelul§rn²ch vezikul do plazmatick® membr§ny za 

souļasn®ho n§rŢstu HACU (Ferguson et al., 2003). Podstatou pŚesunu CHT z intracelul§rn²ch 

vezikul do plazmatick® membr§ny je klathrinem zprostŚedkovan§ endocyt·za (Ribeiro et al., 

2005). 
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Behavior§ln² pr§ce Dr. Sartera rovnŊģ potvrdily, ģe pŚesun a zabudov§n² CHT do 

plazmatick® membr§ny a n§sledn® zvĨġen² HACU jsou kl²ļovĨmi mechanismy pro pos²len² 

uvolŔov§n² ACh, kterĨ je potŚebnĨ pro udrģen² pozornosti (Parikh and Sarter, 2006; Parikh et 

al., 2013; Sarter and Parikh, 2005). 

Dalġ² detailn² studium CHT bylo umoģnŊno vyuģit²m genetickĨch technik a vytvoŚen²m 

genetickĨch modelŢ myġ² s CHT chybŊj²c²m ¼plnŊ (CHT KO), ļ§steļnŊ (CHT +/-; CHT HET, 

heteroyzgot), nebo jeho zvĨġenou expres² (CHT-OXP). 

CHT KO myġi se ihned po narozen² navenek jev² jako norm§ln², avġak po 30 minut§ch 

u nich lze pozorovat probl®my s dĨch§n²m, cyan·zu a paralĨzu. Tyto myġi um²raj² vŊtġinou 

hodinu po narozen² v dŢsledku selh§n² dĨch§n². I navzdory tomu, ģe u CHT KO myġ² je ztr§ta 

CHT proteinu ¼pln§, cholinergn² sign§l na NMJ byl na zaļ§tku mŊŚen² norm§ln². PostupnŊ vġak 

doch§zelo k vymizen² spont§nn²ch a evokovanĨch plot®nkovĨch potenci§lŢ, coģ odr§ģelo fakt, 

ģe doġlo k selh§n² synt®zy a uvolŔov§n² ACh.  U CHT KO myġ² nedoch§zelo k ģ§dnĨm 

kompenzaļn²m zmŊn§m na ¼rovni enzymatick® aktivity ChAT nebo AChE (Ferguson et al., 

2004). Studie s CHT KO myġmi prok§zaly nepostradatelnost CHT pŚi udrģen² ģivota, avġak 

pŚ²liġ rychl§ ¼mrtnost CHT KO myġ² neumoģnila bl²ģe prozkoumat vĨznam na CHT 

u dospŊlĨch zv²Śat. 

CHT HET myġi se vyznaļuj² sn²ģen²m mnoģstv² CHT proteinu o polovinu v porovn§n² 

s norm§ln²mi WT myġmi. Tyto myġi maj² za baz§ln²ch podm²nek HACU zachov§no, neboŠ 

u nich doch§z² ke zvĨġen² mnoģstv² CHT v plazmatick® membr§nŊ na ¼kor intracelul§rn²ch 

vezikul§rn²ch z§sob (Parikh et al., 2013). CHT HET myġi se po narozen² jev² fenotypovŊ 

norm§lnŊ, dorŢstaj² do norm§ln² velikosti a vykazuj² zachovanou fertilitu a norm§ln² ģivotn² 

cyklus (Bazalakova et al., 2007). StejnŊ tak jejich horizont§ln² a vertik§ln² pohybov§ aktivita je 

zachov§na a podobnŊ i dalġ² behavior§ln² testy s vyuģit²m Morrisova vodn²ho bludiġtŊ, 

vyvĨġen®ho bludiġtŊ ve tvaru plus, testu v otevŚen®m poli a testu preference svŊtl®ho a tmav®ho 

prostoru prok§zaly, ģe ztr§ta jedn® CHT alely (Slc5a7) nem§ ģ§dnĨ vliv na rovnov§hu, 

motorick® a prostorov® uļen² ani ¼zkost. U CHT HET myġ² bylo sn²ģeno mnoģstv² striat§ln²ch 

M1 MR, stejnŊ jako kortik§ln²ch i striat§ln²ch M2 MR. Naproti tomu byly kortik§ln² Ŭ4ɓ2 NRs 

zvĨġeny. CHT HET myġi mŊly sn²ģenou skopolaminem indukovanou hyperaktivitu 

(Bazalakova et al., 2007). In vivo studie mŊŚ²c² uvolŔov§n² dopaminu u CHT HET myġ² 

prok§zala sn²ģen² u nikotinem ļi kokainem indukovan®ho uvolŔov§n² dopaminu (Dong et al., 

2013). V testech pozornosti, kter® vyģaduj² zvĨġen® n§roky na cholinergn² signalizaci, mŊly 

CHT HET znaļnŊ zhorġen® vĨsledky v porovn§n² s WT myġmi (Parikh et al., 2013).  
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CHT-OXP myġi maj² dvoj aģ trojn§sobn® zvĨġen² mnoģstv² CHT proteinu v cel®m 

organismu a i zvĨġen® HACU v cholinergn²ch neuronech. CHT-OXP myġi maj² vyġġ² 

vĨkonnost, kter§ byla pozorov§na v testu na bŊģ²c²m p§su. KromŊ toho CHT-OXP myġi 

vykazovaly vyġġ² aktivitu v testu s pouģit²m otevŚen®ho pole (Holmstrand et al., 2014).  

CHT HET a CHT-OXP genetick® modely myġ² pŚedstavuj² stŊģejn² n§stroj dŢleģitĨ pro 

lepġ² pochopen² zmŊn v expresi CHT a/nebo jeho aktivitŊ, nakolik takov® zmŊny byly 

pozorov§ny i v lidsk® populaci (Berry et al., 2014). 
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Cholinester§zy, jejich molekul§rn² struktura a funkce 

Cholinester§zy (ChE) jsou serinov® hydrol§zy, kter® n§leģ² do skupiny ester§z 

nach§zej²c²ch se jak v cholinergn²ch a necholinergn²ch tk§n²ch, tak i v plazmŊ a tŊlesnĨch 

tekutin§ch. U obratlovcŢ jsou zn§my dva typy ChE, kter® mŢģeme na z§kladŊ afinity k 

substr§tŢm a inhibitorŢm rozdŊlit do dvou skupin. Acetylcholinester§za (EC 3.1.1.7; AChE), 

kter§ hydrolyzuje estery s kr§tkou acylovou skupinou a m§ vyġġ² afinitu k ACh a 

butyrylcholinester§za (EC 3.1.1.8; BChE), rovnŊģ zn§m§ jako pseudocholinester§za nebo 

nespecifick§ cholinester§za, kter§ pŚednostnŊ ġtŊp² estery s delġ²mi alifatickĨmi nebo 

aromatickĨmi acyly (Chatonnet and Lockridge, 1989). BChE m§ vyġġ² afinitu k butyrylcholinu, 

ale ¼ļinnŊ mŢģe hydrolyzovat i ACh.  

 

Molekul§rn² podstata a rŢznorodost cholinester§z 

AChE a BChE jsou k·dov§ny dvŊma rozd²lnĨmi geny (Gnatt et al., 1991; Sutherland et 

al., 1997). RŢznorodost ChE je d§na geneticky, a to posttranskripļn²mi a posttranslaļn²mi 

¼pravami (Massouli®, 2002). Savļ² gen pro AChE sest§v§ ze ġesti exonŢ a intronov® regulaļn² 

oblasti a je lokalizov§n na sedm®m chromozomu (7q22) (Ehrlich et al., 1992).  

BChE gen se nach§z² na tŚet²m chromozomu (3q26) a obsahuje ļtyŚi exony (Arpagaus 

et al., 1990). Exony 2, 3 a 4 k·duj² 29 aminokyselinovĨch sign§ln²ch peptidŢ a 574 

aminokyselin.  

AChE gen produkuje v²ce druhŢ k·dovac²ch sekvenc², vĨslednĨ protein pak z§vis² na 

alternativn²m sestŚihu na 3ôkonci prim§rn²ho transkriptu pre-mRNA. Mohou tak vznikat 

katalytick® podjednotky se stejnĨmi katalytickĨmi dom®nami spojen® s rozd²lnĨmi C-

termin§ln²mi peptidy (Massouli® et al., 1998). Katalytickou podjednotku AChE tvoŚ² jedna 

hlavn² spoleļn§ dom®na s 535 aminokyselinovĨmi zbytky, kter§ m§ rozd²ln® sloģen² 

aminokyselin C-peptidu (Morel et al., 1999). Katalytick§ podjednotka AChE jakoģto vĨsledek 

alternativn²ho sestŚihu C-termin§ln²ho peptidu byla nalezena v rŢznĨch form§ch produkuj²c²ch 

R (proļ²t§n²; z angl. readthrough, H (hydrofobn²; z angl. hydrophobic), T (kotvenĨ; z angl. 

tailed) a S (rozpustnĨ; z angl. soluble) (nebo AChER, AChEH, AChET a AChES) podjednotky 

(Massouli®, 2002). 

 

R transkript vznik§ v dŢsledku chybŊj²c²ho spojen² konstitutivn²ch exonŢ k·duj²c²ch 

katalytickou dom®nu (exon 2, exon 3 a exon 4) s exony k·duj²c²mi C-termin§ln² peptid. 

VĨsledn§ AChER podjednotka je monomern² a solubiln² (Soreq and Seidman, 2001). R 
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transkript byl nalezen v embryon§ln² tk§ni, v bunŊļnĨch kultur§ch (Li et al., 1991) a rovnŊģ 

v myġ²ch erytrocytech (Li et al., 1993). Za fyziologickĨch podm²nek je tato forma exprimovan§ 

pouze minoritnŊ. ZmŊny hladin AChER jsou obvykle spojov§ny se stresem (Zimmerman and 

Soreq, 2006b) a nŊkterĨmi patologickĨmi stavy (Dori et al., 2007). 

 

H transkript vznik§ spojen²m exonu 4 s exonem 5. VĨsledn® AChEH formy jsou 

ukotveny pomoc² glykosylfosfatidylinositolov® kotvy (GPI) a produkuj² amfifiln² dimery 

spojen® disulfidovou vazbou (Duval et al., 1992). U savcŢ je tato forma exprimov§na zejm®na 

na povrchu krevn²ch bunŊk, kde se pravdŊpodobnŊ pod²l² na eliminaci ACh z krvi (Massouli®, 

2002). 

 

T transkript je vĨsledkem spojen² exonu 4 s exonem 6 (Li et al., 1993). Exon 6 k·duje 

C-koncovĨ peptid, nazĨvanĨ tak® T-peptid, kterĨ umoģŔuje generov§n² ġirok®ho spektra 

molekul§rn²ch forem AChET vļetnŊ homooligomerŢ (monomery, dimery a tetramery) (Duval 

et al., 1992) tak i heteromern² formy tetramerŢ spojen® s transmembr§novĨm proteinem 

bohatĨm na prolin (PRiMA) (z angl. proline-rich membrane attachment) nebo kolagenem Q 

(ColQ) (Krejci et al., 1991; Perrier et al., 2002). Pro BChE  reprezentuje pr§vŊ tento transkript 

jedinĨ druh podjednotek BChET, kter® se mohou vyskytovat jako homooligomery nebo 

heterooligomery kotven® pomoc² PRiMA a ColQ (Arpagaus et al., 1990). 

 

Transkripty typu S byly pops§ny u ļeledi kor§lovcovitĨch hadŢ (Elapidae), do kter® 

patŚ² napŚ²klad rody Bungarus a Naja, kter® produkuj² rozpustn® monomery AChE vyluļovan® 

jedovĨmi ģl§zami (Cousin et al., 1998). I navzdory skuteļnosti, ģe AChE se nach§z² v jedu 

tŊchto hadŢ, nebylo potvrzeno, ģe by pr²tomnost t®to AChES byla zodpovŊdn§ za jejich toxicitu 

(Cousin et al., 1996). 

 

Cholinester§zy kotven® pomoc² proteinu PRiMA a ColQ 

Jedinou variantou ChE nach§zej²c² se v CNS a ve svalech na nervosvalov® plot®nce je 

AChET (Feng et al., 1999; Perrier et al., 2002). Vytv§Ś² funkļn² formy AChE, pŚiļemģ jde o 

tetramery spojen® pomoc² ColQ a PRiMA (Legay et al., 1995). Varianta T je charakterizov§na 

pŚ²tomnost² C-termin§ln²ho T peptidu, kterĨ se skl§d§ ze 40 aminokyselin v pŚ²padŊ AChE a 

41 v pŚ²padŊ BChE (Blong et al., 1997). 

Prim§rn² struktura T peptidu zahrnuje cystein na pozici 4 od C-konce, kterĨ v nŊm tvoŚ² 

disulfidov® vazby mezi dvŊma katalytickĨmi podjednotkami nebo umoģŔuje spojov§n² 
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katalytickĨch podjednotek s kotv²c²mi proteiny (viz n²ģe) ColQ a PRiMA (Massouli®, 2002). T 

peptid je uspoŚ§d§n do struktury Ŭ-helixu, ve kter®m jsou veġker® aromatick® zbytky 

seskupeny, tak aby tvoŚily hydrofobn² oblast (Massouli® et al., 1993).  

Spojov§n² AChET s kotv²c²mi proteiny je nezbytn® z hlediska lokalizace AChE v m²stŊ 

jejich prim§rn² funkce, tedy na nervosvalov® plot®nce a v CNS. Doposud byly pops§ny dva 

kotv²c² proteiny, a to PRiMA a ColQ (Krejci et al., 1991; Perrier et al., 2002). V heteromern²ch 

form§ch tetramerŢ s kotv²c²mi proteiny PRiMA a ColQ interaguj² ļtyŚi T peptidy s pŚ²pojnou 

dom®nou bohatou na prolin (PRAD, z angl. proline-rich attachement domain) lokalizovanou na 

N-konci (Krejci et al., 1997; Perrier et al., 2002). Zat²mco PRiMA obsahuje ļtrn§ct prolinovĨch 

zbytkŢ, ColQ jich m§ pouze osm (Perrier et al., 2002). SamotnĨ T peptid bez katalytick® 

dom®ny je schopen zabudov§v§n² nŊkterĨch ciz²ch proteinŢ, mezi kter® patŚ² z§sadit® fosfat§zy 

nebo zelenĨ fluorescenļn² protein s PRAD dom®nou, a vytv§Ś² tak tetramery (Simon et al., 

1998). T peptid se proto chov§ jako autonomn² interakļn² dom®na a je oznaļov§na jako WAT 

(amfifiln² tetramerizaļn² dom®na bohat§ na tryptofan - z angl. trypthofan (W) amphiphilic 

tetramerization) (Simon et al., 1998). 

Vznik AChE tetramerŢ z§vis² na pŚ²tomnosti hydrofobn² z·ny T peptidu. Disulfidov® 

mŢstky mezi cysteinem na pozici 4 od konce T peptidu a cysteiny v bl²zkosti PRAD dom®ny 

kotv²c²ch proteinŢ dod§vaj² tomuto komplexu stabilitu, nejsou vġak pro jeho existenci nezbytn® 

(Bon et al., 1997; Simon et al., 1998). 

Kolagenov§ struktura (v angl. collagen tail) ColQ v komplexu s AChE je oznaļov§n i 

jako asymetrick§ forma. Je specifickĨ svoj² pŚ²tomnost² u AChE i BChE. ColQ pŚedstavuje 

trojġroubovici, pŚiļemģ kaģd® vl§kno je schopno v§zat jeden tetramer AChE nebo BChE. Podle 

poļtu tetramerŢ tak rozliġujeme asymetrick® formy A(4), A(8) a A(12) (Krejci et al., 1997; 

Massouli® and Millard, 2009). Prim§rn² struktura ColQ zahrnuje C-termin§ln² dom®nu, 

kolagenovou dom®nu s charakteristicky se opakuj²c²mi glyciny, N-termin§ln² PRAD dom®nu a 

sign§ln² peptid (Krejci et al., 1997). Tato asymetrick§ forma pŚedstavuje hlavn² formu AChE 

na nervosvalov® plot®nce a pomoc² kolagenov® kotvy je zakotvena v baz§ln² laminŊ NMJ 

(Massouli® and Millard, 2009). Na nervosvalov® plot®nce se AChE nenach§z² v bl²zkosti NR 

na postsynaptick® membr§nŊ, ale je zakotvena na presynaptick® membr§nŊ a hluboko 

v z§hybech postsynaptick® membr§ny. Za pomoci vizualizace a kvantifikace AChE ve svalu u 

myġ², kter® byly geneticky zbaveny ColQ, PRiMA nebo AChE, bylo prok§z§no, ģe v nervov®m 

zakonļen² je vŊtġina AChE kotven§ proteinem ColQ, pŚiļemģ pŢvod t®to formy AChE je v 

buŔce svalov® (Bernard et al., 2011). KromŊ baz§ln² laminy je ļ§st asymetrickĨch forem 

lokalizov§na rovnŊģ extrasynapticky a na nervovĨch zakonļen²ch motoneuronŢ (Bernard et al., 
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2011). Asymetrick® formy AChE A(4), A(8), a A(12) jsou rŢznŊ exprimov§ny v rychlĨch a 

pomalĨch svalovĨch vl§knech (Krejci et al., 1999; Sketelj and Brzin, 1985). V rychlĨch 

svalovĨch vl§knech predominuje forma A(12), kter§ je lokalizov§na vĨhradnŊ na NMJ. 

V pomalĨch svalovĨch vl§knech jsou ve vysok® m²Śe zastoupeny i formy A(4) a A(8), pŚiļemģ 

tyto kolagenem kotven® formy byly nalezeny tak® v extrasynaptickĨch oblastech svalovĨch 

vl§ken (Krejci et al., 1999). 

V mozku savcŢ pŚedstavuje hlavn² formu AChE tetramer kotvenĨ v plazmatick® 

membr§nŊ pomoc² transmembr§nov®ho proteinu PRiMA (Perrier et al., 2002). Prim§rn² 

struktura PRiMA obsahuje N-termin§ln² sign§ln² peptid, extracelul§rn² dom®nu obsahuj²c² 

PRAD, 5 cysteinŢ a N- a O-glykosylizaļn² oblast, transmembr§novou dom®nu a Cïtermin§ln² 

cytoplazmatickou dom®nu (Perrier et al., 2002). Protein PRiMA je schopen organizovat jak 

tetramery AChE, tak i BChE (Perrier et al., 2002). PRiMA kotven® formy pŚedstavuj² 70-90 % 

z celkov® aktivity AChE v CNS (Grassi et al., 1982), pŚiļemģ zbĨvaj²c²ch 10ï30 % reprezentuj² 

asymetrick® formy a za klidovĨch podm²nek je 1% AChE v mozku zastoupeno variantou 

AChER (Perrier et al., 2005). Podle nŊkterĨch studi² se AChE kotven§ pomoc² PRiMA nach§z² 

vĨhradnŊ v cholinergn²ch neuronech (Henderson et al., 2010; Perrier et al., 2003). PŚ²tomnost 

AChE v mozku ovġem byla prok§z§na i v neuronech necholinergn²ch, mezi kter® spadaj² 

napŚ²klad i dopaminergn² neurony (Bernard et al., 1995). KromŊ CNS byla AChE kotven§ 

proteinem PRiMA nalezena i ve svalech, kde vġak tato forma pŚedstavuje jen velmi malĨ pod²l 

z celkov® aktivity AChE a je produkov§na motoneurony (Bernard et al., 2011). AChE-PRiMA, 

kter§ m§ pŢvod ve svalov® buŔce, je difuznŊ distribuov§na ve svalu v extrasynaptick® oblasti 

(Bernard et al., 2011). 

Tak, jak jiģ bylo zm²nŊno v pŚedchoz²m textu, gen pro BChE  se na rozd²l od AChE 

nevyznaļuje alternativn²m spojov§n²m a T transkript tak pŚedstavuje jedinou formu BChE, s C-

termin§ln²m T peptidem velmi podobnĨm tomu u AChE (Johnson and Moore, 2012). BChE m§ 

proto rovnŊģ schopnost asociovat s kotv²c²mi proteiny ColQ a PRiMA (Massouli®, 2002). 

Ned§vn® studie prok§zaly, ģe solubiln² tetramerick§ forma BChE, kter§ se nach§z² v plazmŊ, 

obsahuje ve sv® struktuŚe nekovalentnŊ v§zan® polyprolinov® peptidy (Biberoglu et al., 2012). 

PŢvodnŊ se pŚedpokl§dalo, ģe zdrojem peptidŢ bohatĨch na prolin je lamelipodin (Li et al., 

2008c), pozdŊjġ² pr§ce vġak prok§zaly, ģe t²mto zdrojem mŢģe bĨt i mnoho dalġ²ch proteinŢ. 

Ģ§dnĨ z tŊchto polyprolinovĨch peptidŢ extrahovanĨch z BChE tetramerŢ ovġem nemŊl pŢvod 

v prolinovĨch oblastech ColQ a proteinu PRiMA (Biberoglu et al., 2012). 
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Funkce cholinester§z 

Prim§rn²m ¼ļinkem AChE je hydrolyzovat uvolnŊnĨ ACh na cholin a kyselinu octovou 

a zajistit tak homeost§zu neurotransmiterŢ v centr§ln²m a perifern²m nervov®m syst®mu 

(Massouli® and Millard, 2009). AChE je jedn²m z nejrychleji ¼ļinkuj²c²ch enzymŢ, m§ 

schopnost velmi efektivnŊ hydrolyzovat aģ 5000 molekul ACh za sekundu (Lawler, 1961).   

Đlohou AChE na NMJ je rychle ukonļovat cholinergn² transmisi hydrolĨzou ACh 

(Massouli® and Millard, 2009). V CNS se zd§ bĨt funkce ACh sp²ġe neuromodulaļn² 

(Descarries, 1998) a proto AChE, a pravdŊpodobnŊ i BChE kontroluj² tuto okoln² hladinu ACh 

umoģŔuj²c² difuzn² transmisi i mimo synapsi (Massouli®, 2002). 

AChE zprostŚedkov§v§ agregaci amyloidïɓ peptidŢ vytv§Śen²m komplexŢ s rostouc²mi 

amyloidn²mi fibrilami, pravdŊpodobnŊ d²ky interakci s jejich perifern²m m²stem (Alvarez et al., 

1997; Inestrosa et al., 1996). Stabiln² komplexy AChE s amyloidïɓ peptidem mŊn² biochemick® 

vlastnosti enzymu a zvyġuj² neurotoxicitu na nervovĨch kultur§ch (Alvarez et al., 1998; 

Calder·n et al., 1998). Bylo rovnŊģ prok§z§no, ģe AChE a BChE souvis² s amyloidn²mi plaky 

a neurofibril§rn²mi pletenci pŚi AlzheimerovŊ chorobŊ (Carson et al., 1991).  

AChE i BChE jsou exprimov§ny velice ļasnŊ v prŢbŊhu embryogeneze a pŚedpokl§d§ 

se, ģe mohou plnit funkci i v interakci mezi buŔkami a neuron§ln² diferenciac² (Layer, 1990). 

Mnoho svŊtovĨch laboratoŚ² rovnŊģ naznaļuje, ģe AChE napom§h§ rŢstu neuritŢ (Johnson and 

Moore, 2004; Sharma et al., 2001). AChE je d§le exprimov§na v osteoblastech, kde se mŢģe 

pod²let na metabolismu kostn² tk§nŊ (Genever et al., 1999). PŚ²tomnost varianty AChET 

v mnohĨch typech bunŊk, kter® proch§z² apopt·zou naznaļila, ģe mŢģe sehr§vat dŢleģitou roli 

i v apoptotick®m procesu (Park et al., 2004; Zhang et al., 2002c). V nŊkterĨch prac²ch se uv§d², 

ģe C-termin§ln² peptid varianty AChER mŢģe m²t ¼lohu v hematopo®ze a stresov® odpovŊdi 

(Grisaru et al., 2001; Zimmerman and Soreq, 2006b). 

Funkce BChE nen² dodnes spolehlivŊ objasnŊna. Jej² pŚ²tomnost byla prok§z§na 

v mnohĨch tk§n²ch, jmenovitŊ v j§trech, pl²c²ch, srdci, sliznici tenk®ho stŚeva a mozku, kde je 

exprimov§na ve vysok® koncentraci v gliovĨch buŔk§ch (Massouli®, 2002). V mozku byla  

BChE nalezena i ve specifick® populaci neuronŢ, pŚedevġ²m v oblasti amygdaly, hipokampu 

(Darvesh et al., 1998) a talamu (Darvesh and Hopkins, 2003), kde, podobnŊ jako v pŚ²padŊ 

AChE, predominuje varianta BChET kotven§ PRiMA proteinem v membr§nŊ bunŊk 

(Massouli®, 2002; Perrier et al., 2002). BChE pln² dŢleģitou roli pŚi detoxikaci rŢznĨch jedŢ, 

mezi kter® patŚ² fyzostigmin, kokain, nebo organofosf§ty, nervovŊ chemick® l§tky, pesticidy a 

anatoxiny (neurotoxick® inhibitory ChE) nevyj²maje (Mahmood and Carmichael, 1987). Zn§m§ 

je i funkce BChE pŚi hydrolĨze kyseliny acetylsalicylov®, heroinu nebo bambuterolu 
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(Lockridge, 2015). ChybŊn² aktivity BChE vede ke zvĨġen® toxicitŊ kokainu ļi k 

prodlouģen®mu ¼ļinku sukcinylcholinu, kterĨ se pouģ²val jako perifern² myorelaxans pŚi 

operaļn²ch z§kroc²ch (Li et al., 2008a). T²m, ģe vykazuje i schopnost hydrolĨzy ACh, mŢģe m²t 

pomocnou ¼lohu pŚi neurotransmisi, coģ se prok§zalo v prac²ch s AChE KO a BChE KO myġmi 

(Duysen et al., 2009). BChE ¼ļinkuje v krizovĨch situac²ch jako n§hrada fyziologick® funkce 

AChE pŚi hydrolĨze ACh. BChE pln² svou funkci i v metabolismu tukŢ, kde hydrolyzuje 

octanoyl-ghrelin na des-acyl ghrelin a kyselinu octovou (De Vriese et al., 2004). ChybŊn² BChE 

u BChE KO myġ² je spojeno se sn²ģenĨm katabolismem tukŢ (Li et al., 2008b). V souļasnosti 

je BChE vŊnov§na pozornost pŚedevġ²m jako ¼ļinn®mu n§stroji v ochranŊ pŚed toxickĨm 

efektem organofosf§tovĨch slouļenin, kter® je tento enzym schopen efektivnŊ vychyt§vat 

(Lockridge and Masson, 2000) a stejnŊ tak v souvislosti s terapi² kognitivn²ch poruch 

prov§zej²c²ch Alzheimerovu chorobu (Furukawa-Hibi et al., 2011).  
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Đloha cholinergn²ho syst®mu v CNS 

Centr§ln² cholinergn² syst®m hraje kl²ļovou roli pŚi kontrole rŢznĨch mozkovĨch 

funkc², kterĨmi jsou napŚ²klad pamŊŠ, uļen² a pozornost (Parikh and Sarter, 2006; Quirion et 

al., 1995; Sarter and Bruno, 1997; Winkler et al., 1995). Naruġen§ integrita, regulace, nebo 

kapacita cholinergn² signalizace je ¼zce spjata s kognitivn²mi symptomy mnohĨch 

neurodegenerativn²ch a neuropsychiatrickĨch onemocnŊn², jakĨmi jsou Alzheimerova 

choroba, Parkinsonova choroba, ADHD, deprese, schizofrenie a zvĨġen§ distraktibilita (Berry 

et al., 2014; Calabresi et al., 2000; Gerber et al., 2001; Levey, 1996). 

DŢleģitou funkc² centr§ln²ho cholinergn²ho syst®mu je kontrola motorick® aktivity. Tato 

funkce byla pŚipisov§na pŚedevġ²m M4 podtypu MR (pŚehled viz Mysliveļek et al., 2017), kter® 

jsou ve striatu koexprimov§ny spolu s D1 dopaminovĨmi receptory na GABAergn²ch 

projekļn²ch neuronech (Gomeza et al., 1999a). Hyperlokomoce pozorovan§ u M4KO myġ² byla 

d§na do souvislosti se zmŊnŊnou striat§ln² aktivitou v dŢsledku zvĨġen® aktivace 

dopaminergn²ho syst®mu (Zhang et al., 2002b). 

U savcŢ se centr§ln² cholinergn² syst®m skl§d§ ze tŚ² hlavn²ch komponentŢ: 1) projekļn² 

neurony z baz§ln²ho pŚedn²ho mozku, kter® projikuj² do oblasti hipokampu, mozkov® kŢry 

a nŊkterĨch subkortik§ln²ch jader; 2) projekļn² neurony z mozkov®ho kmene, kter® inervuj² 

talamus, stŚedn² mozek, ale i dalġ² oblasti mozkov®ho kmene; a 3) cholinergn² interneurony 

ve striatu a v nucleus accumbens (Perry et al., 1999).  

Cholinergn² projekce z baz§ln²ho pŚedn²ho mozku (basal forebrain ï BF) do medi§ln² 

prefront§ln² kŢry (mPFC) hraj² vĨznamnou roli v kontrole pozornosti. V²cer® studie s pouģit²m 

in vivo mikrodialĨzy a/nebo in vivo amperometrie prok§zaly, ģe zvĨġen² hladiny acetylcholinu 

v mPFC  je nezbytn® pro udrģen² pozornosti (Himmelheber et al., 2000; Kozak et al., 2006; 

Paolone et al., 2012; Parikh et al., 2007; Passetti et al., 2000; St Peters et al., 2011). Schopnost 

udrģet pozornost je vġeobecnŊ povaģov§na za proces, kterĨ urļuje efektivitu uļen² (Sarter and 

Parikh, 2005). Proto nen² ģ§dnĨm pŚekvapen²m, ģe zhorġen² kognitivn²ch funkc² spojenĨch se 

st§rnut²m, demenc² a schizofreni² se pŚikl§d§ abnormalit§m v integritŊ a regulaci cholinergn²ch 

projekļn²ch drah do mozkov® kŢry (Sarter and Bruno, 2004). Abnormality v pozornosti jsou 

stejnŊ tak spjaty se zvĨġenou n§chylnost² ke vzniku z§vislosti (Field and Cox, 2008). ZvĨġen§ 

n§chylnost k rozvoji adiktivn²ho chov§n² je uv§dŊna ve spojitosti s psychologickĨmi 

charakteristikami, jakĨm je tendence spojovat stimulaļn² podnŊt s odmŊnou, coģ se u potkanŢ 

vyznaļuje tzv. Ăsign-trackingñ chov§n²m. ĂSign-trackingñ (STs - na znamen² orientovan²) 

potkany mŢģeme odliġit od Ăgoal-trackingñ (GTs - na c²l orientovan²) potkanŢ na z§kladŊ jejich 
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chov§n² bŊhem testu na PavlovŢv podm²nŊnĨ reflex (PPR). V prŢbŊhu PPR testu je potkanŢm 

v testovac² kleci prezentov§na p§ka, kter§ pŚedch§z² dod§n² odmŊny. U GTs p§ka pŢsob² jako 

podm²nŊnĨ podnŊt, kterĨ vyvol§ u potkana podm²nŊnou odpovŊŅ, coģ je jeho zamŊŚen² k m²stu, 

kde je potkan n§slednŊ odmŊnŊn. V pŚ²padŊ STs sice doch§z² k vypracov§n² podm²nŊn® 

odpovŊdi, ale potkan se v tomto pŚ²padŊ orientuje na sign§l/svŊtelnĨ podnŊt. Pr§ce z laboratoŚe 

Dr. Sartera prok§zala, ģe se schopnost pozornosti mezi STs a GTs liġ². Na znamen² orientovan² 

potkani (STs) se vyznaļuj² relativnŊ n²zkou a nestabiln² pozornost² oproti GTs zejm®na v 

situac²ch, kdy jsou n§roky na pozornost zvĨġeny, jak tomu je v pŚ²padŊ testu udrģen² pozornosti 

(SAT ï Ăsustained attentional taskñ) (Paolone et al., 2013). Paolone a kol. dos§hli vĨsledkŢ, 

kter® prok§zaly, ģe zhorġen§ schopnost pozornosti u STs je spjata se sn²ģenĨm uvolŔov§n²m 

ACh v mPFC. Chov§n² a vĨkonnost STs bŊhem testŢ pozornosti naznaļuj² chabou Ătop-downñ 

(shora-dolŢ) kontrolu pozornosti, coģ m§ vliv na chov§n² orientovan® na c²l a na udrģen² 

pozornosti. STs se naopak vyznaļuj² Ăbottom-upñ (zdola-nahoru) kontrolou pozornosti a 

chov§n²m orientovanĨm na stimulus. VġeobecnŊ lze Ătop-downñ kontrolu pozornosti popsat 

jako zac²len² pozornosti na c²l na z§kladŊ pŚedchoz²ch znalost², na rozd²l od Ăbottom-upñ 

kontroly pozornosti, kter§ je podm²nŊna vĨraznĨm externĨm stimulem (Katsuki and 

Constantinidis, 2014). Tyto vĨsledky se shoduj² s vġeobecnŊ uzn§vanou hypot®zou, ģe m²ra 

cholinergn² neuromodulace pŚisp²v§ buŅ k orientaci ve prospŊch Ătop-downñ (relativnŊ vysok§ 

m²ra cholinergn² neuromodulace) nebo Ăbottom-upñ (n²zk§ m²ra cholinergn² neuromodulace) 

kontroly pozornosti (Sarter et al., 2016a, 2016b). 

Modulace acetylcholinu v mozku 

Jak uģ bylo zm²nŊno v pŚedchoz²m textu, acetylcholin je hlavn²m neurotransmiterem 

cholinergn²ch neuronŢ. Na rozd²l od nervosvalov® plot®nky, kde je ACh rychle pŢsob²c²m 

neurotransmiterem, v mozku pln² ACh sp²ġe roli neuromodul§toru a to zmŊnami neuron§ln² 

excitability, ovlivŔuje synaptickĨ pŚenos, indukuje synaptickou plasticitu a tak® nese 

koordinaļn² funkci pŚi ġ²Śen² vzruchu skupinami neuronŢ (Picciotto et al., 2012).  

Acetylcholin je zapojen v Ś²zen² nejdŢleģitŊjġ²ch funkc² nezbytnĨch pro existenci 

organismu, jako kupŚ²kladu proliferace bunŊk, diferenciace, migrace a zachov§n² homeost§zy. 

Na centr§ln² ¼rovni je acetylcholin odpovŊdnĨ za Ś²zen² kognitivn²ch funkc², motorick® 

koordinace, termoregulace a spoleļnŊ s dopaminergn²m syst®mem hraje roli rovnŊģ pŚi kontrole 

z§vislosti (Apicella, 2007; Gordon and Heath, 1986; Pepeu and Giovannini, 2010; Pisani et al., 

2001; Robinson et al., 2011).  

V pŚedloģen® dizertaļn² pr§ci se zabĨv§me nŊkolika aspekty modulace hladiny 

acetylcholinu v mozku, kter® souvis² s regulaci jeho uvolŔov§n² do synapse prostŚednictv²m M4 
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MR, n§slednou hydrolĨzou cholinester§zami na metabolity cholin a kyselinu octovou a 

vychyt§v§n²m cholinu zpŊt do buŔky pomoc² CHT, kde je ACh syntetizov§n de-novo. Kaģd§ z 

tŊchto ¼rovn² regulace ACh pŚedstavuje vĨznamnĨ farmakoterapeutickĨ c²l pŚi onemocnŊn² 

spojovanĨch s centr§ln²m cholinergn²m syst®mem.  

Đļinek ACh je zprostŚedkov§n dvŊma typy cholinergn²ch receptorŢ, nikotinovĨmi (NR) 

a muskarinovĨmi (MR) acetylcholinovĨmi receptory. Proto nen² nikterak pŚekvapiv®, ģe v 

souļasnosti jsou muskarinov® receptory stŚedem pozornosti pŚi vĨzkumu novĨch potenci§ln²ch 

molekul v terapii neurologickĨch a neurodegenerativn²ch onemocnŊn². MR jsou zapojeny do 

Ś²zen² kognitivn²ch funkc², jakĨmi jsou uļen² a pamŊŠ, a aktivace tŊchto receptorŢ, pŚedevġ²m 

podtypu M1 MR m§ prokognitivn² ¼ļinek (Wess et al., 2007; van der Zee and Luiten, 1999). V 

M1 MR je tud²ģ shled§v§n atraktivn² c²l v terapii Alzheimerovy choroby, zejm®na v souvislosti 

se ztr§tou pamŊti. Dalġ² centr§ln² MR, ke kterĨm jsou up²n§ny nadŊje v terapii jak kognitivn²ch, 

tak i pozitivn²ch a negativn²ch symptomŢ schizofrenie, jsou M4 MR (Scarr and Dean, 2008). 

M4 MR byla v souvislosti se schizofreni² pŚisouzena dŢleģit§ role v regulaci dopaminergn² 

neurotransmise (Raedler et al., 2007). DŢleģit§ funkce M1 a M4 MR pŚi kontrole kognitivn²ch 

funkc² je podpoŚena rovnŊģ klinickĨmi studiemi, ve kterĨch M1/M4-agonista xanomelin 

(Jakub²k et al., 2008) prok§zal zlepġen² behavior§ln²ho a kognitivn²ho deficitu jak u pacientŢ s 

Alzheimerovou chorobou (Bodick et al., 1997a, 1997b), tak i u pacientŢ trp²c²ch schizofreni² 

(Shekhar et al., 2008).  

Regulace hladiny ACh skrze M4 MR, mimo dŚ²ve uvedenĨch funkc², sehr§v§ dŢleģitou 

¼lohu v kontrole baz§ln² pohybov® aktivity a pŚi inhibiļn² kontrole pohybov® aktivity 

zprostŚedkovan® aktivac² D1 dopam²novĨch receptorŢ (Gomeza et al., 1999a). M4 MR 

kontroluj² baz§ln² eflux ACh v hipokampe (Tzavara et al., 2003). Jsou takt®ģ hlavn²mi 

inhibiļn²mi autoreceptory v stŚedn²m mozku, kde Ś²di zpŊtn² kontrolu uvolŔov§n² ACh (Tzavara 

et al., 2004). PŚi absenci M4 MR doch§z² jednak k pos²len² uvolŔov§n² DA ve striatu 

prostŚednictv²m zvĨġen² efluxu ACh v stŚedn²m mozku a takt®ģ posilnŊn²m uvolŔov§n² DA z 

GABA-ergnĨch projekļn²ch neuronŢ v stŚedn²m mozku. 

Po uvolnŊn² do synapse je ACh efektivnŊ hydrolyzov§n enzymem AChE na metabolity 

cholin a kyselinu octovou. PŚ²tomnost BChE v mozku takt®ģ naznaļuje jej² ¼lohu pŚi hydrolĨze 

ACh zejm®na za patologickĨch stavŢ jako je kupŚ²kladu Alzheimerova nemoc (Giacobini, 

2003). Cholinester§zy v mozku jsou zodpovŊdn® za kontrolu hladiny ACh a umoģŔuj² jeho 

difuzi tak® mimo synapsi.  

DŢleģitĨm krokem v modulaci synt®zy, ale tak® n§sledn®ho uvolŔov§n² ACh je zpŊtn® 

vychyt§v§n² cholinu do cholinergnĨch neuronŢ pomoc² CHT, kde je cholin pouģitĨ na synt®zu 
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ACh de novo. Mnoģstv² CHT dostupn®ho pro transport cholinu do neuronŢ je kl²ļovĨm 

presynaptickĨm faktorem cholinergn² neuromodulace (Sarter et al., 2016a) a genetick® rozd²ly 

v mnoģstv² CHT ovlivŔuj² kognitivn² schopnosti (Berry et al., 2014) a rovnov§hu mezi Ăbottom-

upñ  vs. Ă top-downñ kontrolou pozornosti (Parikh et al., 2013).  

 

 

 

 

Obr§zek 1: Schematick§ ilustrace ģivotn²ho cyklu acetylcholinu v CNS: modulace synt®zy, 

transportu, uvolŔov§n² ACh a zpŊtn®ho vychyt§v§n² jeho metabolitu cholinu  

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

Zapojen² cholinergn² signalizace v odpovŊdi na stres 

Cholinergn² neurony v baz§ln²m pŚedn²m mozku (BF ï basal forebrain) hraj² dŢleģitou 

funkci ve stresov® reakci. Ve stresov® odpovŊdi je vĨznamn® pr§vŊ zapojen² cholinergn²ch 

projekļn²ch drah z BF projikuj²c²ch do oblasti HIP a mPFC (Garrido et al., 2012; Gilad et al., 

1985; Mark et al., 1996). Cholinergn² neurony v BF zvyġuj² inhibiļn² ¼ļinek HIP a mPFC na 

pŢsoben² glukokortikoidŢ, kter® se uvolŔuj² v odpovŊdi na stres po aktivaci hypotalamo-

hypofĨzo-adren§ln² (HPA-hypothalamo-pituitary-adrenal) osy (Helm et al., 2004). HIP a 

mPFC inhibuj² neurony v paraventrikul§rn²m j§dŚe hypotalamu GABAergn²mi projekļn²mi 

dr§hami (Herman et al., 2002). Inhibiļn² pŢsoben² tŊchto oblast² bylo prok§z§no mnohĨmi 

studiemi, kde poġkozen² HIP a mPFC zhorġilo jejich negativn² zpŊtnou kontrolu HPA osy 

(Diorio et al., 1993; Herman et al., 1989; Sapolsky et al., 1990).   

Zapojen² cholinergn²ho syst®mu v odpovŊdi jak na rŢzn® typy stresu, tak i na d®lku 

pŢsoben² stresu bylo prok§z§no mnoģstv²m studi². Akutn² stres zvĨġil uvolŔov§n² ACh v HIP a 

mPFC (Mark et al., 1996), vyvolal expresi genŢ reguluj²c²ch dostupnost ACh (Kaufer et al., 

1998) a v neposledn² ŚadŊ zpŢsobil zmŊny kognitivn²ch funkc² (Das et al., 2000). Aktivace 

hipokamp§ln²ho cholinergn²ho syst®mu v odpovŊdi na chladovĨ stres byla prezentov§na v pr§ci 

Fatransk® a kol., kde tento typ stresu vyvolal zmŊny v mnoģstv² ACh, jeho uvolŔov§n² i zvĨġen² 

maxim§ln² vazebn² kapacity MR (Fatransk§ et al., 1989). ZmŊny v mnoģstv² MR v oblasti HIP 

byly pozorov§ny rovnŊģ za podm²nek imobilizaļn²ho stresu, kde doġlo k jejich up-regulaci 

(Mizukawa et al., 1989). Pullia a kol. ve sv® pr§ci naznaļili, ģe chronickĨ stres zpŢsobuje 

subsenzitivitu MR na oxotremorinem vyvolanou aktivaci lokomoce u myġ² a sniģuje tk§ŔovĨ 

obsah ACh v PFC, coģ mohlo naopak zpŢsobit zvĨġen® uvolŔov§n² ACh ze synaps² (Pullia et 

al., 1996). ChronickĨ stres rovnŊģ zvĨġil KCl evokovan® uvolŔov§n² ACh v hipokampu 

potkanŢ (Mizoguchi et al., 2001).  

Hypotalamo-hypofyzo-adren§ln² osa hraje dŢleģitou roli v adaptaci na stres modulac² 

aktivity HIP a umoģŔuje organismu udrģet jeho homeost§zu (Paul et al., 2015). Z§roveŔ je HIP 

spolu s cholinergn²mi projekļn²mi drahami z BF zapojen do regulace stresov® odpovŊdi 

mechanismem zpŊtn® inhibice HPA osy (Helm et al., 2004). HPA osa je dŢleģitĨm 

neuroendokrinn²m syst®mem, kterĨ zvyġuje odpovŊŅ glukokortikoidŢ na rŢzn® druhy 

stresovĨch stimulŢ (Herman et al., 2002). PŚi odpovŊdi na stresor doch§z² k aktivaci 

paraventrikul§rn²ho j§dra hypotalamu a uvolnŊn² neuropeptidŢ, kortikoliberinu (CRH ï 

Ăcorticotropin releasing hormoneñ) a vazopresinu, kter® stimuluj² hypofĨzu k uvolŔov§n² 

adrenokortikotropinu (ACTH). ACTH stimuluje kŢru nadledvin k sekreci glukokortikoidŢ, coģ 

pŚedstavuje proces adaptace na stres (Aguilera et al., 1994; Luo et al., 1994). Glukokortikoidy 
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(kortizol u lid² a kortikosteron u myġ² a potkanŢ) se n§slednŊ v§ģ² na sv® specifick® receptory, 

kter® jsou pŚ²tomny ve vŊtġinŊ perifern²ch org§nŢ a v mozku, kde spouġtŊj² metabolick® 

a neuromodulaļn² zmŊny (McEwen, 2007). Glukokortikoidy se v§ģ² na dva typy receptorŢ: 

mineralokortikoidn² receptory a glukokortikoidn² receptory (GR). Zat²mco mineralokortikoidn² 

receptory kontroluj² baz§ln² tonus HPA osy a homeost§zu po vystaven² stresu, GR Ś²d² 

mechanismem zpŊtn® vazby odpovŊŅ glukokortikoidŢ na stres (de Kloet, 2008; de Kloet et al., 

2008).  

Postupn§ ztr§ta cholinergn²ch neuronŢ v BF, ke kter® doch§z² v dŢsledku st§rnut², byla 

umŊle navozena u mladĨch potkanŢ l®zemi v BF s pouģit²m imunotoxinu 192 IgG-saporinu 

a zpŢsobila znaļnĨ pokles genov® exprese mRNA pro GR v oblasti HIP a mPFC (Helm et al., 

2002). Se st§rnut²m se zvyġuje aktivita HPA osy v dŢsledku sn²ģen® inhibiļn² aktivity 

glukokortikoidŢ na HPA osu jako dŢsledek ztr§ty GR a zmŊnŊn® signalizace GR v BF, coģ vede 

ke zvĨġen®mu mnoģstv² ACTH a glukokortikoidŢ (Aguilera, 2011; Bizon et al., 2001).   

Jedn²m z hlavn²ch hypotalamickĨch komponentŢ v HPA ose je hormon kortikoliberin. 

Z molekul§rn²ho hlediska se jedn§ o neuropeptid sloģenĨ ze 41 aminokyselin. CRH je 

syntetizov§n v paraventrikul§rn²m j§dŚe hypotalamu v odpovŊdi na stres. Distribuce CRH 

mRNA i v dalġ²ch oblastech mozku a perifern²ch tk§n²ch ovġem naznaļuje, ģe tento hormon 

kromŊ sv® endokrinn² funkce, by mohl sehr§vat ¼lohu i v chov§n², a to jak pŚi autonomn²ch, tak 

imunitn²ch odpovŊd²ch. Lepġ² pochopen² funkce CRH v organismu umoģnilo pr§vŊ pŚipraven² 

modelu myġ² s chybŊj²c²m CRH (CRH KO) (Muglia et al., 1995). Um²r§ni CRH KO myġ² 

v dŢsledku selh§n² dĨch§n² potvrdilo dŢleģitou ¼lohu glukokortikoidŢ ve vĨvoji, 

morfologick®m dozr§v§n² a spr§vn® funkci plic. CRH KO myġi maj² i navzdory chronick® 

nedostateļnosti glukokortikoidŢ norm§ln² hladiny hypofyz§rn²ho proopiomelanokortinu 

a ACTH, stejnŊ jako plazmatickou hladinu ACTH (Muglia et al., 2000).  Studie s CRH KO 

myġmi prok§zaly nepostradatelnost CRH v odpovŊdi na stres modulac² HPA osy. CRH KO 

myġi se vyznaļuj² znaļnŊ sn²ģenou produkc² glukokortikoidŢ pŚi odpovŊdi na rŢzn® stresov® 

stimuly a nav²c u nich doch§z² k rozd²lŢm v produkci glukokortikoidŢ i mezi pohlav²mi 

(Muglia et al., 1995, 2001). KromŊ zhorġen® funkce kŢry nadledvin maj² CRH KO myġi 

poġkozenou i funkci dŚenŊ, coģ se projevuje sn²ģenou baz§ln² hladinou adrenalinu 

a fenyletanolamin N-metyltransfer§zov® mRNA a jej² enzymatick® aktivity (Jeong et al., 2000).  
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Cirkadi§nn² rytmy 

Periodicky se opakuj²c² zmŊny v organismu, kter® se opakuj² pŚibliģnŊ kaģdĨch 24 

hodin, se nazĨvaj² cirkadi§nn²mi rytmy. VĨraz cirkadi§nn² poch§z² z latiny, kde circa znamen§ 

ĂpŚibliģnŊñ a dies Ădenñ, coģ v doslovn®m pŚekladu lze pŚeloģit jako ĂpŚibliģnŊ denñ. Hlavn² 

cirkadi§nn² Ăpacemakerñ, kterĨ kontroluje cirkadi§nn² rytmy v perifern²ch tk§n²ch a org§nech, 

je hypotalamick® suprachiasmatick® j§dro (SCN - suprachiasmatic nucleus), kter® je 

lokalizov§no v prav® i lev® mozkov® hemisf®Śe. 

 

 Zapojen² cholinergn²ho syst®mu v Ś²zen² cirkadi§nn²ch rytmŢ  

 

Prvn²m neurotransmiterem, kter®mu byla pŚisouzena ¼loha v Ś²zen² cirkadi§nn²ch 

rytmŢ, byl ACh (Earnest and Turek, 1985). ACh je uvolŔov§n bŊhem aktivn² bdŊl® f§ze dne a 

naopak pŚi sp§nku (s vĨjimkou REM f§ze) je jeho uvolŔov§n² sn²ģen®. PodobnŊ i u dalġ²ch 

cholinergn²ch markerŢ bylo prok§z§no, ģe vykazuj² cirkadi§nn² zmŊny. Acetylcholin 

syntetizuj²c² enzym ChAT vykazuje nejvyġġ² aktivitu v prŢbŊhu aktivn² f§ze dne u potkanŢ 

(Jenni-Eiermann et al., 1985; Nordberg and Wahlstrºm, 1980) a u lid² na zaļ§tku aktivn² f§ze. 

Aktivita AChE je naopak nejvyġġ² bŊhem inaktivn² f§ze s n²zkĨmi hodnotami bŊhem aktivn² 

f§ze dne (Perry et al., 1977; Schiebeler and von Mayersbach, 1974). U Sprague-Dawley 

potkanŢ byly namŊŚeny nejvyġġ² hodnoty VAChT bŊhem noci a tedy aktivn² f§ze dne tŊchto 

potkanŢ (Berrard et al., 1995; Castillo-Ruiz and Nunez, 2007). Mnoģstv² MR na membr§n§ch 

bunŊk rovnŊģ v prŢbŊhu cirkadi§nn²ho cyklu kol²s§, pŚiļemģ se jejich mnoģstv² mŢģe liġit nejen 

v z§vislosti na oblasti mozku ale i u rŢznĨch druhŢ. Nejvyġġ² mnoģstv² MR se vyskytuje pŚi 

nejniģġ² hladinŊ ACh (v prŢbŊhu inaktivn² f§ze) a naopak (Mash et al., 1985). Ke sn²ģen² 

mnoģstv² MR doch§z² v dŢsledku internalizace, kter§ n§sleduje po vazbŊ ACh na MR (van der 

Zee and Luiten, 1999). ZmŊny v denzitŊ MR v oblasti SCN bŊhem dne a noci ovġem prok§z§ny 

nebyly (Bina et al., 1998; van der Zee et al., 1991).  

Pomoc² RT-PCR byla v SCN potvrzena pŚ²tomnost vġech pŊti podtypŢ MR. Nejv²ce 

zastoupenĨm podtypem jsou postsynapticky lokalizovan® M1 a M4 MR, coģ bylo prok§z§no 

v experimentu, kdy karbacholem indukovan§ hyperpolarizace a aktivace K+ proudŢ byla 

zablokov§na pouģit²m M1 a M4 antagonistŢ, zat²mco pouģit² M2 a M3 MR antagonistŢ zmŊny 

K+ proudŢ nezpŢsobilo (Yang et al., 2010). 

Centr§ln² cholinergn² syst®m se pod²l² jak na Ś²zen² cirkadi§nn²ch rytmŢ, tak i na 

sp§nkov®m rytmu prostŚednictv²m cholinergn² modulace SCN neuronŢ buŅ pŚ²mo inervac² 
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cholinergn²ch SCN neuronŢ z baz§ln²ho pŚedn²ho mozku a mozkov®ho kmene (Bina et al., 

1993), nebo nepŚ²mo pŚes extrasuprachiasmatickou cholinergn² dr§hu (Buchanan and Gillette, 

2005). Yang a kol., ve sv® pr§ci pouģili tzv. Ăcell-attachedñ mŊŚen² ke stanoven² ¼ļinku 

cholinergn²ch agonistŢ na spont§nn² ġ²Śen² vzruchŢ v SCN neuronech. Aby d§le objasnili 

cholinergn² modulaci membr§novĨch potenci§lŢ, zapojen² receptorŢ a iontovĨch mechanismŢ, 

uskuteļnili sn²m§n² cel® buŔky tzv. Ăwhole cellñ metodou a mŊŚen² s pouģit²m perforovan®ho 

terļ²kov®ho z§mku tzv. Ăperforated-patchñ technikou. Jejich vĨsledky pŚinesly komplexn² 

obraz o cholinergn²m ¼ļinku na excitabilitu SCN neuronŢ. Vġechna tŚi mŊŚen² naznaļila, ģe 

pŚibliģnŊ 20% SCN neuronŢ nereagovalo na stimulaci karbacholem bez ohledu na pŚ²tomnost 

GABAergn² neurotransmise. VŊtġina SCN neuronŢ byla inhibov§na cholinergn² aktivac² 

postsynaptickĨch M1 a M4 MR, coģ vedlo ke zvĨġen² K+ proudŢ. Ļ§st SCN neuronŢ byla 

stimulov§na karbacholem, pravdŊpodobnŊ skrz postsynaptickou inhibici K+ proudŢ. ACh tak 

mŢģe rŢznĨmi mechanismy kontrolovat excitabilitu neuronŢ v SCN ¼ļinkem na rŢzn® 

receptory a iontov® kan§ly (Yang et al., 2010). 
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Pohlavn² rozd²ly a cholinergn² syst®m 

Pohlavn² hormony ovlivŔuj² rŢzn® fyziologick® procesy vļetnŊ pohybov® aktivity, coģ 

bylo prok§z§no v behavior§ln²ch testech sleduj²c²ch aktivitu na bŊhac²m kole, testu preference 

svŊtl®ho a tmav®ho prostoru, testu s pouģit²m vyvĨġen®ho bludiġtŊ ve tvaru plus i v testu 

v otevŚen®m poli (Blizard et al., 1975; Kuljis et al., 2013; Morgan and Pfaff, 2001; Ogawa et 

al., 2003). PŚedpokl§d§ se, ģe je tento ¼ļinek na pohybovou aktivitu zprostŚedkov§n pŢsoben²m 

estrogenŢ na estrogenovĨ receptor Ŭ (ER Ŭ) (Ogawa et al., 2003).  

Estrogeny v CNS kontroluj² expresi a aktivitu nŊkolika cholinergn²ch markerŢ, mezi 

kter® patŚ² ChAT (Luine et al., 1986; McMillan et al., 1996), vysokoafinitn² vychyt§v§n² 

cholinu, uvolŔov§n² ACh (OôMalley et al., 1987) a aktivitu acetylcholinester§zy (Luine et al., 

1986).  KromŊ toho existuj² i morfologick® pohlavn² rozd²ly ve velikosti cholinergn²ch bunŊk 

(Westlind-Danielsson et al., 1991), v objemu SCN a medi§ln² preoptick® oblasti (Gorski et al., 

1978) a v mnoģstv² dostupnĨch vazebnĨch m²st na MR (Fragkouli et al., 2006). 

Na bunŊļn® ¼rovni byly s pouģit²m in situ hybridizace/imunocytochemie ER 

kolokalizov§ny ER s ChAT v cholinergn²ch neuronech baz§ln²ho pŚedn²ho mozku u dospŊlĨch 

myġ² a potkanŢ (Shughrue et al., 2000; Toran-Allerand et al., 1992).  

I navzdory tomu, ģe existuj² pohlavn² rozd²ly v pohybov® aktivitŊ, vŊtġina studi² se 

prov§d² na samc²ch. To mŢģe v koneļn®m dŢsledku v®st k protichŢdnĨm vĨsledkŢm tak, jak 

tomu bylo v pŚ²padŊ prac² sleduj²c²ch ¼ļinek M4 MR v kontrole pohybov® aktivity pŚi pouģit² 

M4KO myġ². Gomeza a kol. ve sv® prvotn² pr§ci s M4KO myġmi pouģili obŊ pohlav²,  takģe 

jejich z§vŊrem bylo pŚisouzen² dŢleģit® ¼lohy M4 MR v kontrole pohybov® aktivity (Gomeza 

et al., 1999b). Avġak v pŚ²m®m rozporu s touto prac² nebyly ve studi²ch s provedenĨch vĨhradnŊ 

na samc²ch prok§z§ny ģ§dn® rozd²ly v pohybov® aktivitŊ (Fink-Jensen et al., 2011; Schmidt et 

al., 2011; Turner et al., 2010). 

Nav²c byl v pr§ci El-Bakriho a kol. prok§z§n ¼ļinek pohlavn²ch hormonŢ na M4 MR 

(El-Bakri et al., 2002). Ovariektomie zpŢsobila up-regulaci M4 MR v oblasti gyrus dentatus, 

CA1, CA3, hypotalamu a ve front§ln² kŢŚe potkanŢ, zat²mco substituļn² terapie s estrogenem 

vedla k n§vratu poļtu receptorŢ do pŢvodn²ch hladin. Ovariektomie d§le vedla ke sn²ģen² 

explorativn² aktivity, kter§ byla znovu obnovena suplementac² estrogeny.  
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C²le, Śeġen² a hypot®zy pr§ce 

Specifick® Śeġen® okruhy 

V r§mci Śeġen®ho projektu byly provedeny ļtyŚi studie zabĨvaj²c² se specifickou 

modulac² centr§ln²ho cholinergn²ho syst®mu. Prvn² studie se zabĨvala behavior§ln²mi, 

biochemickĨmi a farmakologickĨmi charakteristikami, stejnŊ jako i studiem zmŊn 

cholinergn²ch a necholinergn²ch receptorovĨch syst®mŢ u myġ² s chybŊj²c²m M4 podtypem 

MR. Druh§ studie se zabĨvala ot§zkou, zda vlivem imobilizaļn²ho stresu doch§z² ke zmŊn§m 

v expresi mRNA a aktivitŊ cholinester§z u WT a CRH KO myġ². TŚet² okruh experimentŢ byl 

uskuteļnŊn na myġ²ch s nadmŊrnou expres² CHT s vyuģit²m in vivo mikrodialĨzy a in vivo 

mikroamp®rmetrie. V posledn², ļtvrt® studii jsme se zamŊŚili na identifikaci celul§rn²ch 

mechanismŢ zodpovŊdnĨch za omezenou kapacitu cholinergn²ch neuronŢ udrģet zvĨġen® 

hladiny neurotransmise u STs potkanŢ po stimulaci BF.   

U M4KO myġ² a jejich WT sourozencŢ jsme pomoc² telemetrie mŊŚili pohybovou 

aktivitu v prŢbŊhu cel®ho cirkadi§nn²ho cyklu, bŊhem testu v otevŚen®m poli, stejnŊ jako i vliv 

podkoģnŊ aplikovanĨch cholinergn²ch a necholinergn²ch l§tek na pohybovou aktivitu resp. 

jejich vliv na tŊlesnou teplotu. Testovali jsme jak samce, tak samice. ZmŊny v mnoģstv² 

receptorŢ jsme stanovili autoradiografi² s pouģit²m rŢznĨch selektivn²ch radioaktivnŊ 

znaļenĨch ligandŢ. 

U CRH KO myġ² a jejich WT sourozencŢ jsme sledovali vliv akutn²ho 30 a 120 minut 

trvaj²c²ho stresu a chronick®ho (7Ĭ120 minut) stresu na expresi mRNA a aktivitu AChE a BChE 

v rŢznĨch oblastech mozku s ohledem na jejich lateralitu. ZjiġŠovali jsme, jakĨ m§ na tyto 

zmŊny vliv chybŊn² kortikoliberinu (CRH) jakoģto hlavn²ho hormonu Ś²d²c²ho stresovou 

odpovŊŅ v hypotalamo-hypofĨzo-adren§ln² ose. 

Hladinu uvolŔovan®ho ACh u CHT-OXP myġ² jsme stanovili jednak nepŚ²mo za 

pomoci in vivo amp®rmetrie, jednak pŚ²mo pomoc² in vivo mikrodialĨzy. StejnŊ tak s pouģit²m 

in vivo amp®rmetrie jsme mŊŚen²m zjiġŠovali, do jak® m²ry je u CHT-OXP a WT myġ² 

zablokov§no zpŊtn® vychyt§v§n² cholinu mechanismem HACU, jestliģe CHT zablokujeme 

intrakrani§lnŊ aplikovanĨm blok§torem HC-3 nebo negativn²m modul§torem ML352. 

Na skupinŊ Sprague Dawley potkanŢ jsme zjiġŠovali, jak§ je kapacita CHT 

transportovat cholin zpŊt do cholinergn² synapse a jak§ je subcelul§rn² distribuce CHT mezi 

plazmatickou a vezikul§rn² membr§nou. 
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Hypot®zy 

Na z§kladŊ dŚ²ve publikovanĨch studi² s M4KO myġmi a jejich protichŢdnĨmi vĨsledky 

pozorovanĨmi pŚedevġ²m na zmŊn§ch v pohybov® aktivitŊ pŚedpokl§d§me, ģe M4KO myġi maj² 

zmŊnŊnou pohybovou aktivitu v porovn§n² s WT myġmi, tato zmŊna je vġak viditeln§ pouze 

bŊhem urļit® f§ze cirkadi§nn²ho cyklu myġ². Ve zmŊn§ch pohybov® aktivity existuj² rozd²ly 

mezi samci a samicemi. N§sledkem chybŊn² M4 podtypu MR doch§z² ke kompenzaļn²m 

zmŊn§m rovnŊģ u jinĨch receptorovĨch syst®mŢ. 

Jak akutn², tak i chronickĨ stres maj² schopnost modulovat cholinergn² signalizaci 

hlavnŊ prostŚednictv²m zvĨġen² hladiny glukokortikoidŢ.  

CHT-OXP myġi v dŢsledku nejen zvĨġen®ho mnoģstv² CHT, ale i prok§zan® zvĨġen® 

aktivitŊ HACU maj² zes²len® uvolŔov§n² ACh v porovn§n² s WT myġmi a pos²lenou 

cholinergn² signalizaci. 

STs potkani maj² sn²ģenou kapacitu CHT transportovat cholin do synapse za zvĨġenĨch 

n§rokŢ na cholinergn² signalizaci. Toto sn²ģen² kapacity CHT je zpŢsobeno sn²ģenou distribuc² 

CHT do plazmatick® membr§ny. 
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Metodika 

Chemik§lie a reagence 

SŢl oxotremorin sesquifumar§tu, skopolamin hydrochlorid, kokain hydrochlorid, 

atropin sulf§t monohydr§t, monohydr§t kyseliny kainov®, L-glutamov§ kyselina, cis-

flupentixol dihydrochlorid, sulpirid, ketanserin tartar§t, SR-95531, acetylthiocholin jodid, 

butyrylthiocholin chlorid, tetra(monoisopropyl)pyrofosfortetramid (iso-OMPA), 1,5-bis(4-

alyldimetylamoniumfenyl)-pentan-3-on dibromid (BW284C51), 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoov§ 

kyselina) (DTNB), hydroxyetylpiperazinetan sulfonov§ kyselina (HEPES), cholin oxid§za 

(ChOase) (EC 1.1.3.17), bovinn² s®rovĨ albumin (BSA), glutaraldehyd, kyselina askorbov§ 

(AA), dopamin (DA) a hemicholinium-3 (HC-3) byly zakoupeny v Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO). Kyselina kainov§ [vinylidene-3H] (49,9 Ci/mmol), muscimol [methylene-3H(N)] (35,6 

Ci/mmol), pirenzepin [N-methyl-3H] (83,4 Ci/mmol a AFDX-384 [2,3-dipropylamino-3H] 

(100,0 Ci/mmol) byly poŚ²zeny od American Radiolabeled Chemicals (ARC, Inc.). CGP 39653 

[propyl-2,3-3H] (50 Ci/mmol), chinuklinidyl benzil§t L-[benzilic-4,4ô-3H] (50.5 Ci/mmol), 

SCH 23390 [N-methyl-3H] (85 Ci/mmol), spiperon [benzenovĨ kruh-3H] (15,0 Ci/mmol) byly 

zakoupeny od Perkin Elmer (Perkin Elmer Inc., USA). Meta-fenylen diamin (m-PD) byl 

zakoupen od ACROS Organics (New Jersey, USA). ABT-894 bylo poskytnuto na 

experiment§ln² ¼ļely od AbbVie Laboratories (North Chicago, IL).  

Experiment§ln² zv²Śec² modely 

Myġi 

Experimenty byly uskuteļnŊny na tŚech rŢznĨch genetickĨch modelech myġ²: M4KO, 

CRH KO, CHT-OXP a jako kontroln² zv²Śata byly pouģiti jejich pŚ²sluġn² WT sourozenci.  

Myġi s delec² genu pro M4 MR byly pŚipraveny, jak jiģ bylo pops§no v pŚedchoz²ch 

studi²ch (Gomeza et al., 1999a), a poskytnuty na experiment§ln² ¼ļely od profesora J¿rgena 

Wesse, pŚiļemģ myġi byly n§slednŊ chov§ny a rozmnoģov§ny v naġ² chovn® stanici (Centrum 

pro experiment§ln² biomodely, 1. LF UK, Praha, Ļesk§ republika). Myġi byly zpŊtnŊ kŚ²ģeny 

do C57BL/6NTac kmene do jejich 12. generace. PŚed pouģit²m v experimentu samotn®m byly 

myġi genotypov§ny na z§kladŊ vzorkŢ z prstu/ocasu a ve studii byly pouģity pouze 

homozygotn² myġi. Samice byly chov§ny oddŊlenŊ od samcŢ, ļ²mģ se zajistila synchronizace 

jejich estr§ln²ho cyklu (Ma et al., 1998). V experimentech jsme pouģili zpŊtnŊ kŚ²ģen® M4KO 

myġi a jejich WT sourozence obou pohlav². CelkovŊ jsme v experimentech pouģili 70 myġ², z 
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toho 20 samcŢ a 50 samic. Zv²Śata byla chov§na v souladu s legislativou Ļesk® republiky a 

Evropsk® unie (European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for 

Experimental and other Scientific Purposes (Council of Europe No 123, Strasbourg 1985)) a 

protokol byl rovnŊģ schv§len Komis² pro ochranu experiment§ln²ch zv²Śat 1. LF UK v Praze a 

Ministerstvem ġkolstv², ml§deģe a tŊlovĨchovy Ļesk® republiky pod ļ²slem MSMT-

6313/2014-41.  

CRH KO myġi byly pŢvodnŊ z²sk§ny od Harvard Medical School, Department of 

Endocrinology (Boston, Massachusetts, USA) a rozmnoģov§ny v naġ² chovn® stanici. WT myġi 

byly ze sm²ġen® 129SVJ/C57BL6 linie. CRH KO myġi byly z²sk§ny p§Śen²m homozygotn²ch 

CRH KO myġ², CRH KO genotyp byl potvrzen PCR metodou na DNA izolovan® ze vzorku 

odebran®ho z ocasu. T²mto mŊly jak WT, tak i CRH KO myġi stejn® genetick® pozad². Aby 

bylo zajiġtŊno pŚeģ²v§n² CRH KO ml§Ņat, CRH KO gravidn²m samic²m byly do pitn® vody 

pod§v§ny glukokortikoidy (kortikosteron 10 Õg/ml) (Venihaki and Majzoub, 1999). Po 

narozen² uģ suplementace glukokortikoidy pozbyla nutnosti a CRH KO i WT myġi tak byly 

chov§ny za stejnĨch podm²nek. Zv²Śata byla chov§na v Institutu experiment§ln² endokrinologie 

v BratislavŊ, Slovensk§ Republika. Samotn® experimenty byly realizov§ny vĨhradnŊ na 

samc²ch, pŚiļemģ bylo pouģito 24 WT a 24 CRH KO myġ². 

CHT-OXP transgenn² myġi pŢvodnŊ vznikly na Vanderbilt University Medical Center 

(Nashville, Tennessee, USA) a byly udrģov§ny na  C57BL/6J genetick®m pozad² tak, jak jiģ 

bylo pops§no v pŚedchoz² pr§ci (Holmstrand et al., 2014). Chovn² CHT-OXP samci byli posl§ni 

do chovn® jednotky Department of Psychology, University of Michigan a zpŊtnŊ kŚ²ģeni tak, 

abychom z²skali WT a CHT-OXP transgenn² myġi.  Vġechny myġi byly genotypov§ny extrakc² 

DNA ze vzorku ocasu. Experimenty byly uskuteļnŊny na myġ²ch obou pohlav², pŚiļemģ bylo 

pouģito 60 myġ². Veġker® postupy byly v souladu s protokoly schv§lenĨmi University 

Committee on Use and Care of Animals of the University of Michigan. 

Vġechny myġi (M4KO, CRH KO, CHT-OXP a jejich pŚ²sluġn² WT sourozenci) byly 

chov§ny v prostŚed² s kontrolovanou teplotou (22 Ñ 1 ÁC) a ve svŊtelnĨch podm²nk§ch 

s dvan§ctihodinovĨm intervalem pro svŊtlo a tmu (svŊtla se zap²nala v 6:00 r§no, v pŚ²padŊ 

CHT-OXP v 8:00 r§no). J²dlo a voda byly pro myġi dostupn® ad libitum. M4KO myġi byly 

v prŢbŊhu pokusŢ chov§ny individu§lnŊ a po tŚech kusech v chovn® n§dobŊ co se tĨļe CRH 

KO a CHT-OXP myġ². Experimenty, kter® byly prov§dŊny v prŢbŊhu noci za ļerven®ho svŊtla, 

aby nedoġlo k naruġen² jejich cirkadi§nn²ho rytmu.  
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Potkani 

DospŊl² potkani Sprague-Dawley (n = 261) byli zakoupeni u dvou biotechnologickĨch 

firem - Harlan (Indianapolis, Indiana, USA) a Charles River (Portage, Michigan, USA). 

V pŚedchoz² pr§ci z laboratoŚe Dr. Sartera bylo potvrzeno, ģe exprese ST/GT fenotypu nen² 

ovlivnŊna pohlav²m (Pitchers et al., 2015) a v experimentech tud²ģ byli pouģiti pouze samci, 

kteŚ² v dobŊ zaļ§tku experimentŢ pŚibliģnŊ tŚi mŊs²ce staŚ².  Screening STs a GTs u 212 potkanŢ 

vedl ke koneļn®mu poļtu 74 GTs a 68 STs (34,91 a 32,08%). Z tŊchto potkanŢ bylo n§hodnŊ 

vybr§no 34 GTs a 30 STs jedincŢ, kteŚ² byli pot® pouģiti v hlavn²ch experimentech. Zv²Śata 

byla chov§na v individu§ln²ch klec²ch v prostŚed² s kontrolovanou teplotou a vlhkost² (23ÁC, 

45%) a udrģov§na pŚi kontrolovanĨch svŊtelnĨch podm²nk§ch s dvan§ctihodinovĨm 

intervalem pro svŊtlo a tmu (svŊtla se zap²nala v 8:00 r§no). J²dlo (Rodent Chow; Harlan 

Teklad) a voda byly pro potkany dostupn® ad libitum. Vġechny procedury byly realizov§ny 

v souladu s protokoly schv§lenĨmi Institutional Animal Care and Use Committee of the 

University of Michigan v laboratoŚ²ch akreditovanĨch Association for Assessment and 

Accreditation of Laboratory Animal Care. 

 

Behavior§ln², farmakologick® a biochemick® studie 

U kaģd®ho anim§ln²ho modelu byly provedeny rozd²ln® studie, kter® byly zvoleny tak, 

aby umoģnily co nejlepġ² objasnŊn² hypot®zy pŚedloģen® pr§ce.  

V pŚ²padŊ M4KO myġ² a jejich WT sourozencŢ se jednalo o monitorov§n² cirkadi§nn² 

pohybov® aktivity a tŊlesn® teploty v prŢbŊhu tŚ² po sobŊ n§sleduj²c²ch dn² s poļ§tkem vģdy 

v osm®m dni od operace s n§slednĨm testov§n²m v otevŚen®m poli v jeden§ct®m dni. Po tomto 

testu n§sledovala nejm®nŊ 48 hodinov§ pŚest§vka, po kter® byly myġi podrobeny 

farmakologickĨm testŢm. Myġi obou genotypŢ, u nichģ byla testovan§ pouze pohybov§ 

aktivita, byly pouģity na radioligandov® vazebn® studie. 

CRH KO myġi a jejich WT sourozenci byli vystaveni akutn²mu ļi chronick®mu 

imobilizaļn²mu stresu, pŚiļemģ byla na vzorc²ch mozku stanovena jak aktivita, tak exprese 

mRNA AChE, BChE.  

U CHT-OXP myġ² a jejich WT sourozencŢ byla mŊŚena extracelul§rn² hladina ACh a 

cholinu v mPFC pomoc² in vivo mikrodialĨzy a kapacita CHT vychyt§vat endogenn² ļi 

exogenn² cholin za pomoci in vivo mikroamp®rmetrie. 

U Sprague Dawley potkanŢ se jednalo v pŚ²padŊ behavior§ln²ch testŢ o PavlovŢv 

podm²nŊnĨ reflex (PPR), screening a rozdŊlen² potkanŢ na skupiny STs a GTs. U vybranĨch 
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potkanŢ byla provedena elektrick§ stimulace BF a na vzorc²ch mozku bylo stanoveno zpŊtn® 

vychyt§v§n² cholinu cholinovĨm transport®rem a subcelul§rn² frakcionace s n§slednĨm 

immunoblottingem. 

 

Studie u M4KO a WT myġ² 

Monitorov§n² tŊlesn® teploty a pohybov® aktivity bŊhem cirkadi§nn²ho cyklu 

TŊlesn§ teplota a celkov§ pohybov§ aktivita byly zaznamen§v§ny telemetrickĨm 

syst®mem zakoupenĨm u Mini Mitter (Respironics, Andover, MA, USA, nyn² Starr Life 

Sciences Corp., Oakmont, PA, USA).  PŚed samotnĨmi experimenty byly myġ²m chirurgicky 

implantov§ny sondy (E-Mitter, G2, d®lka 15,5 mm, 1,1 g) do peritone§ln² dutiny za celkov® 

anestezie aplikovan® i. p. (ZoletilÈ 100, RometarÈ 2% 5:1, ŚedŊno desetkr§t, 3,2 ml.kg-1). 

Myġ²m byl na oļi pŚed zapoļet²m operace aplikov§n oļn² lubrikant (VidisicÈ opth gel 1x10 g) 

jakoģto prevence vysych§n² oļ² a z§nŊtu. CelĨ chirurgickĨ z§krok byl proveden za aseptickĨch 

podm²nek. V prŢbŊhu cel® operace byly myġi uloģeny na vĨhŚevn® podloģce, aby bylo 

zabr§nŊno jejich podchlazen². Po operaci byly myġi um²stŊny do individu§ln²ch klec² a jejich 

stav byl monitorov§n po dobu jedn® hodiny od skonļen² operace. N§sleduj²c²ch sedm dn², v 

prŢbŊhu kterĨch byl jejich zdravotn² stav nad§le monitorov§n, bylo myġ²m urļeno pro jejich 

zotaven². Se zaļ§tkem 8. dne od operace byly zaznamen§v§ny telemetricky z²skan® ¼daje o 

pohybov® aktivitŊ a tŊlesn® teplotŊ po dobu tŚ² po sobŊ jdouc²ch dn² (8. aģ 10. den), v prŢbŊhu 

kterĨch myġi nebyly nikterak vyruġov§ny. Telemetrick® pŚij²maļe byly zapojeny v s®rii a 

pŚipojeny pŚ²mo pomoc² portu k jednomu poļ²taļi. Ten umoģŔoval zaznamen§v§n² veġkerĨch 

potŚebnĨch dat. Data byla shromaģŅov§na v intervalu 60 sekund.  

AnalĨza biorytmŢ byla provedena n§sledovnŊ: data shrom§ģdŊn§ z telemetrie byla 

zprŢmŊrov§na a seskupena do desetiminutovĨch intervalŢ, kter® byly pouģity k dalġ² analĨze. 

AnalĨza byla vykon§na pomoc² programu Chronos-fit (Arraj and Lemmer, 2006) s vyuģit²m 

Fourierovy transformace a stupŔovit® regresn² metody. Na z§vŊr byla data statisticky 

zpracov§na a pŚevedena do programu GraphPad Prism 5.04 (San Diego, USA). 

 

Testov§n² M4KO a WT myġ² v otevŚen®m poli 

 

Jeden§ct®ho dne od proveden² operace byly myġi podrobeny testu v otevŚen®m poli, 

jehoģ ¼ļelem bylo zjiġtŊn² spont§nn² pohybov® aktivity v nov®m prostŚed². Tento test jsme 

uskuteļnili vģdy r§no v 9:00 a veļer v 21:00, kdy byly myġi um²stŊny do pr§zdn® prŢhledn® 
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plastov® klece (38Ĭ22Ĭ15 cm, DĬĠĬV) a data o pohybov® aktivitŊ byla zaznamen§v§na pomoc² 

telemetrick®ho syst®mu po dobu 60 minut. N§slednŊ byly myġi vr§ceny do jejich pŢvodn²ch 

klec². Noļn² experimenty byly prov§dŊny za ļerven®ho svŊtla. Data byla shromaģŅov§na v 

intervalu 60 sekund a byla zpracov§na softwarem VitalView. N§sledn§ analĨza byla provedena 

v programu GraphPad Prism 5.04 (San Diego, USA). 

 

Farmakologick® studie u M4KO a WT myġ² 

 

Za ¼ļelem testov§n² ¼ļinku tŚ² centr§lnŊ pŢsob²c²ch l§tek na pohybovou aktivitu a/nebo 

tŊlesnou teplotu s pŚihl®dnut²m na aktivn² nebo inaktivn² f§zi dne byly M4KO a WT myġ²m 

subkut§nnŊ aplikov§ny l§tky skopolamin (5 mg/kg), kokain (20 mg/kg) a oxotremorin (0,2 

mg/kg) v 9:00 r§no nebo v 21:00 veļer. D§vky byly zvoleny v pŚedbŊģnĨch pokusech tak, aby 

zpŢsobily poģadovanĨ ¼ļinek, ale aby se zabr§nilo neģ§douc²m vedlejġ²m ¼ļinkŢm. Vġechny 

experimenty prov§dŊn® v 21:00 byly uskuteļnŊny pŚi ļerven®m svŊtle. L§tky byly pŚipraveny 

vģdy ļerstv® v den experimentu rozpuġtŊn²m ve fyziologick®m roztoku. V kaģd® testovan® 

skupinŊ byl ¼ļinek l§tky porovn§n s kontroln² skupinou zv²Śat, kter® byl aplikov§n pouze 

fyziologickĨ roztok. Pohyb a tŊlesn§ teplota byly monitorov§ny pomoc² telemetrick®ho 

syst®mu tak, jak jiģ to bylo pops§no v pŚedchoz²m textu. Pohybov§ aktivita myġ² byla 

monitorov§na po dobu 60 minut po aplikaci skopolaminu a kokainu, pŚiļemģ celkovĨ pohyb za 

hodinu byl vyj§dŚen jako procentu§ln² rozd²l ve srovn§n² s kontroln² skupinou. V pŚ²padŊ 

aplikace oxotremorinu jsme u myġ² monitorovali jeho vliv na tŊlesnou teplotu, a to po dobu 360 

minut od jeho aplikace. MŊŚili jsme maxim§ln² pokles teploty, ļas potŚebnĨ k n§vratu teploty 

na norm§ln² ¼roveŔ a plochu pod kŚivkou (AUC ï area under the curve).  
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Autoradiografie receptorŢ u M4KO a WT myġ²  

PŚ²prava tk§nŊ 

Pro stanoven² receptorŢ u M4KO a WT myġ² jsme pouģili autoradiografii v nŊkolika 

oblastech mozku (motorick§ kŢra, somatosenzorick§ kŢra, viscer§ln² kŢra, striatum, talamus, 

tuberculum olfactorium, hipokampus) pŚiļemģ jsme densitu stanovovali ve dvou odliġnĨch 

ļasech dne: v 9:00 r§no (inaktivn² f§ze) a v 21:00 veļer (aktivn² f§ze). Myġi byly usmrceny 

dekapitac² buŅ v 9:00, nebo v 21:00 a mozky byly ihned vyjmuty z lebky (ļtyŚi aģ ġest mozkŢ 

na skupinu), zmrazeny v such®m ledu a uskladnŊny pŚi -80ÁC aģ do jejich nakr§jen² na kryostatu 

(Leica CM 3050 S, Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Mozky byly nakr§jeny na 16Õm 

tenk® sagit§lnŊ orientovan® Śezy pŚi teplotŊ -20ÁC, fixov§ny na podloģn² skl²ļka SuperfrostÈ 

Plus (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany) a uskladnŊny ve skladovac²ch boxech 

pŚi -80ÁC aģ do pouģit² v dalġ²m experimentu. 

Autoradiografie muskarinovĨch receptorŢ 

Sagit§ln² Śezy mozkŢ jsme nechali rozt§t a vyschnout pŚi teplotŊ 22ÁC po dobu 30 minut, 

denzitu receptorŢ jsme stanovili tak, jak jiģ bylo dŚ²ve pops§no (Farar et al., 2012). Such® Śezy 

byly preinkubov§ny 30 minut v 50mmol/l pufrovac²ho roztoku draselnĨch fosforeļnanŢ (pH 

7,4) pŚi laboratorn² teplotŊ (RT - room temperature). N§slednŊ po preinkubaci byly Śezy 

pŚem²stŊny do ļerstv®ho roztoku 50mmol/l draselnĨch fosforeļnanŢ obsahuj²c²ho 2nmol/l [3H]-

QNB a v nŊm inkubov§ny 90 minut pŚi RT. Nespecifick§ vazba byla stanovena na samostatnĨch 

Śezech v pŚ²tomnosti 10Õmol/l atropin sulf§tu. Po inkubaci byly Śezy promyty dvakr§t po pŊti 

minut§ch v ledovŊ vychlazen®m pufrovac²m roztoku a na z§vŊr byly Śezy rychle namoļeny na 

dvŊ sekundy do ledovŊ vychlazen® destilovan® vody s c²lem odstranit zbyl® sol² z pufrovac²ho 

roztoku. Mokr® Śezy byly rychle vysuġeny jemnĨm ov²v§n²m. Such® Śezy byly vystaveny 

proti tritium senzitivn²m Fuji BAS zobrazovac²m desk§m (GE Healthcare Europe GmbH, 

Freiburg, Germany) a uzavŚeny v autoradiografickĨch kazet§ch Kodak Biomax (Carestream 

Health, Inc., Rochester, NY) po dobu pŊti dn².  

Autoradiografie kain§tovĨch receptorŢ 

Kain§tov® receptory byly znaļeny podle protokolu (Ayata et al., 1997). řezy byly 

preinkubov§ny tŚikr§t po 15 minut§ch pŚi RT v 50mmol/l pufrovac²ho roztoku Tris-acet§tu, pH 

7,4. N§slednŊ po preinkubaci byly Śezy pŚem²stŊny do ļerstv®ho roztoku Tris-acet§tu 

za pŚ²tomnosti 12nmol/l [3H]-kain§tu bez nebo s 1Õmol/l neznaļenĨm kain§tem po dobu 45 

minut pŚi 4ÁC na stanoven² celkov® ļi nespecifick® vazby. Po inkubaci byly Śezy promyty tŚikr§t 

po deseti sekund§ch v ledovŊ vychlazen®m pufrovac²m roztoku a na z§vŊr byly Śezy rychle 
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namoļeny na dvŊ sekundy do ledovŊ vychlazen® destilovan® vody a okamģitŊ vysuġeny 

ov²v§n²m. Such® Śezy byly vystaveny proti tritium senzitivn²m Fuji BAS zobrazovac²m desk§m 

(GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany) a uzavŚeny v autoradiografickĨch kazet§ch 

Kodak Biomax (Carestream Health, Inc., Rochester, NY) po dobu sedmi dn².  

Autoradiografie NMDA receptorŢ 

NMDA receptory byly znaļeny podle protokolu (Ayata et al., 1997). řezy byly 

preinkubov§ny tŚikr§t po 15 minut§ch pŚi RT v 50mmol/l pufrovac²ho roztoku Tris-HCl, pH 

7,4. N§slednŊ po preinkubaci byly Śezy pŚem²stŊny do ļerstv®ho roztoku Tris-HCl 

za pŚ²tomnosti 5nmol/l [3H]-CGP 39653 a inkubov§ny 60 minut pŚi RT. Nespecifick§ vazba 

byla stanovena na samostatnĨch Śezech v pŚ²tomnosti 100Õmol/l glutam§tu. Po inkubaci byly 

Śezy promyty ļtyŚikr§t po 15 sekund§ch v ledovŊ vychlazen®m pufrovac²m roztoku a na z§vŊr 

byly Śezy rychle namoļeny na 2 sekundy do ledovŊ vychlazen® destilovan® vody a okamģitŊ 

vysuġeny ov²v§n²m. Such® Śezy byly vystaveny proti tritium senzitivn²m Fuji BAS 

zobrazovac²m desk§m (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany) a uzavŚeny 

v autoradiografickĨch kazet§ch Kodak Biomax (Carestream Health, Inc., Rochester, NY) po 

dobu ġesti dn². 

Autoradiografie GABA A receptorŢ 

GABAA receptory byly znaļeny podle protokolu (Dean et al., 1999). řezy byly 

preinkubov§ny tŚikr§t po pŊti minut§ch pŚi 4ÜC v 50mmol/l pufrovac²ho roztoku Tris-citr§tu, 

pH 7,1. N§slednŊ po preinkubaci byly Śezy pŚem²stŊny do ļerstv®ho roztoku Tris-citr§tu a 

inkubov§ny 60 minut pŚi 4ÁC v pŚ²tomnosti 10nmol/l [3H]-muscimolu pro stanoven² celkov® 

vazby. Nespecifick§ vazba byla stanovena na samostatnĨch Śezech v pŚ²tomnosti 10-5mol/l SR-

95531.  Po inkubaci byly Śezy promyty jednu minutu v ledovŊ vychlazen®m pufrovac²m roztoku 

a na z§vŊr byly Śezy rychle namoļeny na dvŊ sekundy do ledovŊ vychlazen® destilovan® vody 

a vysuġeny ov²v§n²m. Such® Śezy byly vystaveny proti tritium senzitivn²m Fuji BAS 

zobrazovac²m desk§m (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany) a uzavŚeny 

v autoradiografickĨch kazet§ch Kodak Biomax (Carestream Health, Inc., Rochester, NY) po 

dobu pŊti dn². 

Autoradiografie D1 a D2 -like dopaminovĨch receptorŢ 

Dopaminov® receptory byly znaļeny podle protokolu (Flores et al., 2011). řezy byly 

preinkubov§ny deset minut pŚi RT v pufrovac²m roztoku Tris-iontŢ (50mmol/l Tris-HCl, 

154mmol/l NaCl, 1mmol/l EDTA a 0,1 % BSA, pH 7,4) a inkubov§ny v t®mģe ļerstv®m 

pufrovac²m roztoku s 1nmol/l [3H]-SCH 23390 pro znaļen² D1 dopaminovĨch receptorŢ a s 
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1nmol/l [3H]-spiperon pro znaļen² D2 dopaminovĨch receptorŢ v pŚ²tomnosti 50nmol/l 

ketanserinu, kterĨ slouģil k zablokov§n² moģn® vazby ligandŢ na serotoninergn² 5-HT2 

receptory. Nespecifick§ vazba byla stanovena na samostatnĨch Śezech pŚid§n²m 10ɛmol/l cis-

flupentixolu v pŚ²padŊ D1 a 10ɛmol/l sulpiridu v pŚ²padŊ D2 dopaminovĨch receptorŢ do 

pufrovac²ho roztoku. Po inkubaci byly Śezy promyty dvakr§t po deseti minut§ch v ledovŊ 

vychlazen®m pufrovac²m roztoku a na z§vŊr byly Śezy rychle namoļeny na dvŊ sekundy do 

ledovŊ vychlazen® destilovan® vody a okamģitŊ vysuġeny ov²v§n²m. Such® Śezy byly vystaveny 

proti tritium senzitivn²m Fuji BAS zobrazovac²m desk§m (GE Healthcare Europe GmbH, 

Freiburg, Germany) a uzavŚeny v autoradiografickĨch kazet§ch Kodak Biomax (Carestream 

Health, Inc., Rochester, NY) po dobu ļtyŚ dn² u D1-likea po dobu ġesti dn² u D2-like 

dopaminovĨch receptorŢ.  

Abychom stanovili, zda je sign§l linearn² a pŚevedli  radioaktivitu na luminiscenļn²ho 

z§Śen² byly tritiovan® autoradiografick® standardy obsahuj²c² zn§m® mnoģstv² radioaktivity 

(American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, MO) vystaveny spolu s Śezy proti tritium 

senzitivn²m Fuji BAS zobrazovac²m desk§m (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, 

Germany). Zobrazovac² desky byly zpracov§ny v biomolekul§rn²m sn²maļi Typhoon FLA 

7000 (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany). Z²skan® digitalizovan® obr§zky byly 

n§slednŊ analyzov§ny v analytick®m softwaru MCID (InterFocus GmbH, Mering, Germany). 

MŊŚen² byla stanovena z prŢmŊru alespoŔ tŚ² ŚezŢ z²skanĨch z jednoho zv²Śete pro kaģdou oblast 

mozku.  

Statistick§ vĨznamnost mezi skupinami byla vypoļtena pomoc² Studentova t-testu (WT 

vs. M4KO myġi, 9:00 r§no vs. 21:00 veļer). Za signifikantn² byly povaģov§ny hodnoty p<0,05. 

V pŚ²padŊ autoradiografickĨch studi² byl statistickĨ rozd²l vazby radioligandŢ k specifickĨm 

receptorŢm mezi M4KO a WT myġmi a s ohledem na f§zi dne (9:00 vs. 21:00 ) vypoļ²tanĨ 

StudentovĨm t-testem. Za signifikantn² byly povaģov§ny hodnoty p<0,05. 
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Studie u CRH KO a WT myġ² 

Akutn² a chronickĨ imobilizaļn² stres 

Myġi byly vystaveny imobilizaļn²mu stresu (akutn² stres trval 30 minut nebo 120 minut 

a chronickĨ opakovanĨ stres trval 120 minut kaģdĨ ze sedmi po sobŊ jdouc²ch dn²). Jako 

kontroln² zv²Śata byla pouģita ta, kter§ nebyla imobilizov§na (dvŊ skupiny po 8 myġ²ch, CRH 

KO a WT genotyp). Imobilizace byla uskuteļnŊna pŚipevnŊn²m (pomoc² lepic² p§sky) vġech 

ļtyŚ konļetin v pozici leģmo na bŚichu k pevn® podloģce. Myġi sn§ġej² tuto stresovou proceduru 

dobŚe, bez jakĨchkoliv pot²ģ², coģ bylo pops§no v pŚedchoz² pr§ci (Novakova et al., 2010). 

Vġechny myġi, u kterĨch byl aplikov§n chronickĨ stres, proġly touto procedurou bez zn§mek 

poġkozen² zdrav², doch§zelo u nich ovġem k m²rn®mu ¼bytku v§hy. Myġi byly usmrceny bez 

anestezie cervik§ln² dekapitac² tŚi hodiny od ukonļen² stresov® procedury. Imobilizace zaļ²nala 

vģdy mezi 8:00 a 9:00 r§no a myġi byly tud²ģ usmrceny v pŚibliģnŊ stejn®m ļase (12:00), aby 

byla zajiġtŊna stejn§ hladina glukokortikoidŢ. Mozky byly ihned vyjmuty z lebky, zmrazeny v 

such®m ledu a uskladnŊny do dalġ²ho pouģit² pŚi ï80 ÁC. Tk§Ŕ od kaģd®ho zv²Śete byla 

v n§sledn® analĨze pouģita individu§lnŊ. Oblasti mozku FC, PFC, NBM, VTA, Str, Amy, 

hipokamp§ln² DG a CA3 byly izolov§ny vypichovac² metodou. Po vyjmut² z lebky a zmrazen² 

byly mozky nakr§jeny na kryostatu (Reichert-Jung) na 300 Õm siln® koron§rnŊ orientovan® 

Śezy pŚi teplotŊ -10 ÁC. Mozkov® tk§nŊ byly izolov§ny s pouģit²m disekļn²ho mikroskopu 

pomoc² speci§ln² kovov® vypichovac² jehly. Vzorky tk§n² byly rozdŊleny na dvŊ poloviny - 

jedna pro stanoven² aktivity AChE a BChE a druh§ k PCR, zmraģena v tekut®m dus²ku a 

uskladnŊna pŚi -80 ÁC do dalġ² analĨzy. S c²lem stanoven² moģnĨch rozd²lŢ mezi hemisf®rami 

byly vzorky z prav® a lev® hemisf®ry izolov§ny samostatnŊ. 

 

Exprese AChE a BChE mRNA u CRH KO a WT myġ² 

RNA byla izolov§na pomoc² RNABee (AMS Biotechnology (Europe), Ltd., Frankfurt 

am Main, Germany). Koncentrace a ļistota RNA byly stanoveny spektrofotometricky pŚi dvou 

vlnovĨch d®lk§ch: 260nm (A1) a 280nm (A2). Pouze vzorky s hodnotami A1/A2 v rozmez² 1,7 

aģ 1,95 byly pouģity v dalġ² proceduŚe. Reverzn² transkripce byla prov§dŊna pomoc² Ready-

To-Go You-Prime First-Strand beads (GE Healthcare, Praha, Czech Republic) a pd(N)6 

primeru (GE Healthcare, Praha, Czech Republic). PCR pro specifick® receptory byla 

realizov§na pouģit²m primerŢ, kter® byly pŢvodnŊ designov§ny a/nebo z²sk§ny podle referenc² 

v pŚiloģen® tabulce ļ. 1. CelĨ postup PCR reakce je podrobnŊ uveden v tabulce ļ. 1. Produkty 

PCR reakce byly analyzov§ny na 2% agar·zov®m gelu a vizualizov§ny pomoc² Gel-Red 
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(Biotium, Hayward, CA). Jako kontrola byla pouģita glyceraldehyd-3-fosf§t dehydrogen§za 

(GAPDH). Intenzita jednotlivĨch produktŢ PCR byla stanovena pomoc² PCBase softwaru. Na 

semikvantitativn² vyhodnocen² byly hodnoty normalizov§ny na sign§l z²skanĨ z GADPH.  

 

Gen Sekvence primeru 

Velikost 

fragmentu 

Denaturace 

όϲ/ύκ őŀǎ όǎύ 

bŀǎŜŘłƴƝ 

ǇǊƛƳŜǊǻ όϲ/ύκ 

őŀǎ όǎύ 

Polymerizace 

όϲ/ύκ őŀǎ όǎύ 

tƻőŜǘ 

Ŏȅƪƭǻ Reference 

AChET рȰ-GCA GCA ATA TGT GAG CCT GA-оȰ 197 94/30 60/30 72/2 37 Kawashima et al., 2007 

 
рȰ-GGT CGA ACT GGT TCT TCC AG-оȰ 

      
BChE рȰ-CCC TGG AGT GAG CAG ATT GG-оȰ 133 94/30 60/30 72/2 37 Valuskova et al., 2016 

 
рȰ-TGC AGG GCA GAT GAT GTT GT-оȰ 

      
AChER рȰ-GGT AGG CGC ATG GAG TGG GGG-оȰ 166 94/30 60/30 72/2 37 Perrier et al., 2005 

 
рȰ-GCC GCC TCC CCA TGG GCG GGG-оȰ 

      
GAPDH рȰ-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-оȰ 299 94/30 60/30 72/2 37 Zarghooni et al., 2007 

 
рȰ-CGG CCA TCA CGC CAC AGC TT-оȰ 

      

 

Tabulka 1: Sekvence primerŢ a protokol pouģitĨ pŚi PCR. 

Prvotn² denaturace byla uskuteļnŊna pŚi 95ÁC po dobu tŚ² minut. Fin§ln² polymerizace byla ve 

vġech pŚ²padech prov§dŊna pŚi 72ÁC po dobu deseti minut.  

 

Aktivita AChE a BChE u CRH KO a WT myġ² 

Aktivita AChE a BChE u CRH KO a WT myġ² byla stanovena Ellmanovou 

kolorimetrickou metodou (Ellman et al., 1961) modifikovanou na 96 jamkovou mikrotitraļn² 

destiļku (Farar et al., 2013). Aktivita AChE byla mŊŚena pomoc² 0,69mmol/l acetylthiocholinu 

a 0,5mmol/l 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoov® kyseliny) (DTNB) v 5mmol/l HEPES pufrovac²ho 

roztoku s pH 7,4 obsahuj²c²m 10mmol/l MgCl2. CelkovĨ objem vzorku v jedn® mikrotitraļn² 

jamce ļinil 200Õl. Vzorky tk§n² (10Õg) byly nejdŚ²ve preinkubov§ny s DTNB tak, aby 

nastala saturace volnĨch sulfhydrylovĨch/tiolovĨch skupin a s tetra(monoisopropyl)- 

pyrofosfortetramidem (iso-OMPA) pro zablokov§n² aktivity BChE po dobu 30 minut. Aktivita 

byla mŊŚena pŚi vlnov® d®lce 412nm v rozd²lnĨch ļasech (0, 5, 10, 20 a 30 minut). Aktivta 

BChE byla mŊŚena podobnŊ, jako tomu bylo v pŚ²padŊ AChE, avġak s t²m rozd²lem, ģe jako 

substr§t byl pouģit butyrylthiocholin a aktivita AChE byla blokov§na 1,5-bis(4-

allyldimetylammoniumfenyl) pentan-3-on dibromidem (BW284C51).  

Koncentrace proteinu byla stanovena pomoc² BCA sady (Pierce, Waltham, MA). 

Mnoģstv² proteinu bylo totoģn® pro vġechny oblasti mozku. 

Data shrom§ģdŊn§ z experimentŢ na CRH KO a WT myġ²ch byla nejprve testov§na na 

norm§ln² distribuci a pot® byla statisticky analyzov§na. Statistick§ vĨznamnost mezi 
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prŢmŊrnĨmi hodnotami byla stanovena s one-way ANOVA s post hoc SNK (Studentï

NewmanïKeuls) testem. Za signifikantn² byly povaģov§ny hodnoty p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

Studie u CHT-OXP a WT myġ² 

In vivo mikroamp®rmetrie u CHT-OXP a WT myġ² 

PŚ²prava a kalibrace cholin senzitivn²ch mikroelektrod 

Keramick® mikroelektrody (n=60) s 15Ĭ333Õm obd®ln²kovĨmi platinovĨmi (Pt) 

mŊŚic²mi plochami uspoŚ§danĨmi do dvou p§rŢ (S2 type, Quanteon LLC, Nicholasville, KY) 

byly potaģeny cholinoxid§zou (ChOase) tak, jak to bylo pops§no v pŚedchoz²ch prac²ch 

z laboratoŚe Dr. Sartera (Parikh and Sarter, 2006; Parikh et al., 2008, 2010, 2013). ChOase byla 

v§z§na na smŊs BSA-glutaraldehyd a nanesena na spodn² p§r Pt ploġek. ZbĨvaj²c² dva p§ry 

byly pokryty pouze smŊs² BSA-glutaraldehydu a slouģily k mŊŚen² aktivity pozad². ChOase 

pokryt® mikroelektrody byly vysuġeny na vzduchu 48 hodin pŚed zapoļet²m experimentu. PŚed 

in vitro kalibrac² byla na mikroelektrody elektropolymerizac² nanesena vrstva m-PD za ¼ļelem 

zvĨġen² selektivity pro cholin a zamezen² kontaktu jinĨch elektroaktivn²ch interferentŢ vļetnŊ 

kyseliny askorbov® (AA) a katecholaminŢ s Pt mŊŚic²mi plochami. Elektropolymerizace m-PD 

byla provedena aplikov§n²m konstantn²ho napŊt² o velikosti 0.5V do mikroelektrody pŚes 

Ag/AgCl referenļn² elektrodu (Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN) v k§dince 

obsahuj²c² roztok  5mmol/l m-PD a 100Õmol/l AA (v 0,05mol/l PBS), za probubl§v§n² plynnĨm 

dus²kem po dobu 45 minut. AA a plynnĨ dus²k slouģily jako ochrana m-PD pŚed oxidac². 

ChOase a m-PD pokryt® mikroelektrody byly namoļeny v 0,05mol/l PBS po dobu 30 minut 

pŚed kalibrac². Kalibrace byla prov§dŊna s pouģit²m fixn² potenci§lov® amp®rmetrie 

aplikov§n²m konstantn²ho napŊt² 0,7V pŚes Ag/AgCl referenļn² elektrodu v k§dince obsahuj²c² 

konstantn² sm²ġenĨ roztok 0,05mol/l PBS (40ml) udrģovanĨ pŚi teplotŊ 37ÁC s pouģit²m FAST-

16mkII elektrochemick®ho syst®mu (Quanteon LLC, Nicholasvillle, KY). 

Proudy byly digitalizov§ny pŚi 5 Hz. Po dosaģen² stabiln²ho proudu pozad² byly do 

k§dinky pŚid§ny roztoky AA (20mmol/l), cholinu (20mmol/l) a DA (2mmol/l) tak, aby jejich 

fin§ln² koncentrace v roztoku ļinila 250Õmol/l AA; 20, 40, 60, a 80Õmol/l cholin a 2Õmol/l 

DA. Senzitivita (¼hel sklonu), detekļn² limit (LOD-limit of detection) a linearita (R2) cholinu, 

stejnŊ jako m²ra selektivity pro AA byly kalkulov§ny pro kaģdou z mŊŚic²ch Pt ploġek 

samostatnŊ. Aby mohly bĨt mikroelektrody pouģity i v dalġ²ch in vivo experimentech, musely 

splnit n§sleduj²c² krit®ria: Senzitivita pro detekci cholinu na ChOase pokrytĨch ploġk§ch Ó5 

pA/Õmol/l s proudem pozad² 200 pA na vġech mŊŚic²ch ploch§ch; LOD Ò300nmol/l cholin; 

pomŊr selektivity pro cholin a AA,  Ó 80:1; linearita detekce ¼mŊrnŊ se zvyġuj²c² koncentrace 

cholinu (20-80Õmol/l) na ChOase pokrytĨch Pt mŊŚic²ch ploch§ch, R2 Ó0,98; minim§lnŊ 

zaznamenateln® zmŊny proudu na vġech mŊŚic²ch ploch§ch po pŚid§n² DA (Ò3 pA). 
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In vivo mŊŚen² cholinovĨch sign§lŢ 

Myġi byly v uretanov® anestezii (1,25ï1,5g/kg, i. p.) um²stŊny do stereotaxick®ho r§mu 

(model 962; David Kopf Instruments, Tujunga, CA). TŊlesn§ teplota myġ² byla v prŢbŊhu cel® 

procedury udrģov§na na hodnotŊ 37ÁC s pouģit²m izotermick® vodn² podloģky (Braintree 

Scientific, Braintree, MA). SklenŊn® kapil§ry (vnŊjġ² prŢmŊr: 1,0 mm; vnitŚn² prŢmŊr: 0,58 

mm, celkov§ d®lka: 15 cm; A-M Systems, Everett, WA) byly vytaģeny pomoc² vytahovaļe 

mikropipet (model 51210; Stoelting, Wood Dale, IL) a zalomeny na sklenŊn® podloģce tak, aby 

vnitŚn² prŢmŊr ġpiļky mikropipety byl 15 Õm. BuŅ jedna, nebo dvŊ mikropipety byly 

pŚipevnŊny ke keramick® z§kladn² kalibrovan® a ChOase-pokryt® mikroelektrodŊ s pouģit²m 

lepiv®ho vosku (Kerr, Romulus, MI). Pipety byly pŚipevŔov§ny tak, aby ġpiļka mikropipety 

byla mezi spodn²m a svrchn²m p§rem mŊŚic²ch ploch (viz Obr. 13 a-c).  V experimentech, kde 

jsme testovali ¼ļinek HC-3 (10Õmol/l) nebo ML352 (100Õmol/l) na ABT-894 (1,2mmol/l)-

evokovan® uvolŔov§n² ACh, byly dvŊ mikropipety pŚipevnŊny k mikroelektrodŊ; jedna byla 

naplnŊna roztokem ABT-894 a druh§ buŅ roztokem HC-3, ML352, nebo vehikula. PŚi 

testov§n² odbour§v§n² exogenn²ho cholinu byla pouģita jen jedna pipeta, kter§ byla 

naplnŊna roztokem cholinu (1mmol/l), avġak cholin v mikropipetŊ byl v prŢbŊhu mŊŚen² 

zamŊnŊn za smŊs cholinu (1mmol/l) + HC-3 (10Õmol/l) nebo ML352 (100Õmol/l) pomoc² jehly 

Microfil (kalibr 28mm, d®lka 97mm, WPI, Inc., Sarasota, FL). Prostor mezi ġpiļkou 

mikropipety a povrchem mikroelektrody byl vytvoŚen v rozmez² 60ï80 Õm (viz Obr. 13 c). 

Ag/AgCl referenļn² elektroda pŚipraven§ z tenk®ho stŚ²brn®ho dr§tu (prŢmŊr 200 Õm) byla 

implantov§na do oblasti lebky, kter§ byla od oblasti mŊŚen² mikroelektrodou vzd§lena. 

Mikropipeta byla naplnŊna jedn²m z testovac²ch roztokŢ jeġtŊ pŚed implantac² do mozku 

samotnou. SestavenĨ mŊŚ²c² syst®m mikroelektrody a mikropipety byl pomalu zanoŚen do 

oblasti mPFC (anteroposterior (AP): +1,9 mm; lateral (L): Ñ0,5 mŊŚeno od bregmy; 

dorsoventral (DV): -1,8 mm, mŊŚeno od dury) s pouģit²m Microdrive (MO-10; Narishige 

International, East Meadow, NY). Amperometrick§ mŊŚen² jsme prov§dŊli v obou hemisf®r§ch 

(se stranami rovnomŊrnŊ zvolenĨmi pro kaģdou l§tku v r§mci cel® skupiny zv²Śat) a mŊŚili jsme 

odpovŊdi odpov²daj²c² jedn® koncentraci l§tky v r§mci hemisf®ry od kaģd®ho zv²Śete. Roztoky 

l§tek byly aplikov§ny tlakem z mikropipety pouģit²m Picospritzer (Picospritzer III; Parker 

Hannifin, Fairfield, NJ) pŚi tlaku 2ï10 psi s trv§n²m aplikace 0,5-1 sekundu. Aplikovan® 

objemy byly monitorov§ny pomoc² stereomikroskopu (Meiji Techno America, San Jose, CA), 

kterĨ obsahoval nitkovĨ kŚ²ģ pro zamŊŚov§n². Amp®rmetrick§ mŊŚen² byla uskuteļŔov§na pŚi 1 

nebo 10 Hz aplikac² fixn²ho potenci§lu +0,7V do elektrody. Data byla digitalizov§na s pouģit²m 
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syst®mu FAST-16mkII (Quanteon). Experimenty jsme zahajovali vģdy aģ po stabilizaci 

baz§ln²ho proudu po 45-60 minut§ch v kaģd® z hemisf®r. 

Za ¼ļelem stanoven² vychyt§v§n² cholinu pomoc² CHT byl cholin (1mmol/l) pod tlakem 

aplikov§n do mPFC u CHT-OXP (n=5) a WT (n=4) myġ². V tomto experimentu jsme dbali na 

to, abychom generovali cholinov® sign§ly s koresponduj²c²mi amplitudami u vġech zv²Śat (10-

12Õmol/l). Podobn® cholinov® amplitudy jsou podm²nkou pro spr§vn® srovn§n² mŊŚen² 

vychyt§v§n² cholinu pomoc² CHT mezi dvŊma kmeny myġ². Abychom zajistili tento 

pŚedpoklad, objem aplikovan®ho cholinu byl upraven zvl§ġŠ pro kaģd® jedno zv²Śe (40-120nl). 

Toto individu§ln² pŚizpŢsoben² objemu odr§ģelo zejm®na rozd²ly ve vzd§lenosti ġpiļky pipety 

od ChOase pokrytĨch Pt ploch. V dalġ² s®rii experimentŢ byly roztoky HC-3 (10Õmol/l) nebo 

ML352 (100Õmol/l) aplikov§ny pod tlakem spolu s roztokem cholinu (1mmol/l; 40-120nl). 

Đļinek HC-3 u CHT-OXP myġ² byl nav²c testov§n i s vyġġ² koncentrac² antagonisty CHT (HC-

3; 50 Õmol/l). Đļinek HC-3 a ML352 byl mŊŚen na samostatn® skupinŊ myġ², pŚiļemģ jsme 

testovali dvŊ aģ tŚi aplikace dan® l§tky do prav® i lev® hemisf®ry u kaģd®ho zv²Śete. 

V samostatn® skupinŊ experimentŢ jsme testovali ¼ļinek Ŭ4ɓ2*NR agonisty ABT-894 

za nebo bez pŚ²tomnosti HC-3 ļi ML352 (Obr.27a pro ilustraci ļasov®ho sledu experimentu). 

Cholinov® proudy evokovan® Ŭ4ɓ2*NR agonistou odr§ģej² pŚ²tomnost de novo uvolnŊn®ho 

ACh a jeho hydrolĨzu endogenn² AChE (Giuliano et al., 2008; Parikh et al., 2008). Roztok 

ABT-894 byl aplikov§n pod tlakem ve vĨsledn® koncentraci 60, 300 a 3000pmol (50nl roztoku 

s koncentrac² 1,2; 6,0 a 60mmol/l). TŚi aģ pŊt aplikac² pro jednu koncentraci ABT-894, kter® 

dŊlil rozestup d®lky nejm®nŊ dvou minut, bylo testov§no u jednoho zv²Śete a v jedn® hemisf®Śe. 

Abychom mohli provŊŚit ¼ļinek HC-3 ļi ML352 na ABT-894 (1,2mmol/l)-evokovan® proudy, 

ABT-894 byl nejprve aplikov§n tŚikr§t (50 nl) s n§slednou aplikac² dalġ²ch ļtyŚ d§vek 

v ļasov®m rozmez² 40 minut (Obr. 27). V tŊchto experimentech byla koncentrace HC-3 

(10Õmol/l) vybr§na na z§kladŊ pŚedchoz²ch studi² poukazuj²c²ch na skuteļnost, ģe tato 

koncentrace dok§ģe velmi selektivnŊ potlaļit sloģku rozkl§daj²c²ho se cholinov®ho proudu 

z§visl®ho na CHT-transportu (Obr. 1 v (Parikh and Sarter, 2006)). V porovn§n² s HC-3 je 

negativn² modul§tor ML352 desetkr§t m®nŊ ¼ļinnĨ, co se tĨļe inhibice funkce CHT (Ennis et 

al., 2015), coģ zdŢvodŔuje volbu koncentrace 100Õmol/l ML352 pro ¼ļely naġeho testov§n². 

Na z§vŊr experimentu byly myġi transkardi§lnŊ perfundov§ny 30ml ledovŊ vychlazen®ho 

fyziologick®ho roztoku a n§slednŊ 4% paraformaldehydem. Mozky byly pŚes noc uloģeny v 

paraformaldehydu a pot® pŚem²stŊny do roztoku 30% sachar·zy (prevence zmrazen²). N§slednŊ 

byly pŚi -20 ÁC uskladnŊny aģ do dalġ² analĨzy. Mozky byly nakr§jeny na koron§rn² Śezy a 

obarveny NisslovĨm barven²m pro ovŊŚen² intrakortik§ln²ho um²stŊn² mikroelektrody.  
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AnalĨza elektrochemickĨch mŊŚen² 

Proudy, kter® byly mŊŚeny na referenļn²ch ploch§ch (bez ChOase), byly odeļteny od 

proudŢ mŊŚenĨch na enzymem pokrytĨch mŊŚic²ch ploch§ch mikroelektrod (Giuliano et al., 

2008; Parikh et al., 2013). Maxim§ln² proudy v porovn§n² s baz§ln²mi proudy z²skanĨmi ļtyŚi 

sekundy pŚed aplikac² l§tky byly vydŊleny citlivost² cholinu, kter§ byla stanovena in vitro 

kalibrac² (viz tabulku 17). Đļinek dvou tlakem aplikovanĨch ABT-894 d§vek byl zprŢmŊrov§n 

pro danou hemisf®ru a zv²Śe. Đļinek CHT antagonistŢ na ABT-894-evokovan® cholinov® 

proudy v rozd²lnĨch ļasovĨch intervalech byl porovn§n s proudy evokovanĨmi aplikac² ABT-

894 pŚed administrac² HC-3 nebo ML352. M²ra zpŊtn®ho vychyt§v§n² cholinu (ÕM/s) byla 

stanovena na z§kladŊ ļasu potŚebn®ho k poklesu sign§lu mezi 20% a 60% z maxim§ln² 

amplitudy cholinov®ho sign§lu (TC1) a mezi 40% a 80% z maxim§ln² amplitudy cholinov®ho 

sign§lu (TC2) (Obr. 2, ilustrace parametrŢ pouģitĨch ke kvantifikaci cholinov®ho sign§lu). M²ra 

zpŊtn®ho vychyt§v§n² cholinu byla vypoļ²t§na z ¼hlu sklonu line§rn² regrese dat pro danou ļ§st 

kŚivky odbour§v§n² cholinu. TŊmto parametrŢm byla v pŚedchoz² pr§ci prok§z§na vlastnost 

reflektovat HC-3 citlivou komponentu kŚivky odbour§v§n² cholinu (Parikh and Sarter, 2006). 

 

 

Obr§zek 2: Ilustrace parametrŢ pouģitĨch ke kvantifikaci cholinov®ho sign§lu 
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In vivo mikrodialĨza u CHT-OXP a WT myġ²  

Jeden tĨden pŚed experimentem podstoupily myġi operaci, pŚi kter® jim byla do mPFC 

implantov§na prŢvodn² kanyla. Operace byla provedena za aseptickĨch podm²nek. Na poļ§tku 

operace byla myġ²m aplikov§na injekce analgetika (kaprofen, 5 mg/kg/ml, s. c.) a 

fyziologick®ho roztoku (0,2 ml, i. p.). Myġi byly usp§ny vdechov§n²m 4-5% isofluranu pŚes 

masku (Kent scientific). Plyn byl aplikov§n spolu s kysl²kem pŚi prŢtoku 0,8 ml/min.  Hlava 

myġi byla oholena elektrickĨm strojkem a oļiġtŊna alkoholovĨm tamponem. N§slednŊ bylo 

zv²Śe upevnŊno do stereotaxick®ho r§mu (model 962; David Kopf Instruments, Tujunga, CA). 

Na oļi byl myġ²m aplikov§n oļn² lubrikant. Isofluran byl po zbytek operace udrģov§n na 

hodnotŊ 1,5-2%. Mikrodialyzaļn² prŢvodn² kanyla (Model CMA 12 Guide Cannula) byla 

implantov§na do oblasti mPFC podle n§sleduj²c²ch souŚadnic mŊŚenĨch od bregmy: AP: +1,9 

mm, ML: Ñ0,5 mm, DV:-2,0 mm. Kanyla byla uzavŚena jehlou z nerezov® oceli pro zabr§nŊn² 

jej²ho ucp§n². Konstrukce, kter§ drģela prŢvodn² kanylu v jej² poloze, byla zkonstruov§na 

z operaļn²ch ġroubŢ implantovanĨch do lebky a z dent§ln²ho cementu. Oblast na hlavŊ okolo 

konstrukce byla oġetŚena antibiotickou mast² NeosporinÈ.  

V den experimentu byla mikrodialyzaļn² sonda s membr§nou o d®lce 1,5 mm vloģena 

do mPFC. Sondy byly perfundov§ny pŚi prŢtoku 1,0 Õl/min s umŊlĨm mozkom²ġn²m mokem 

(CSF) (145mmol/l NaCl, 2,68mmol/l KCl, 1,4mmol/l CaCl2ĿH2O, 1,01mmol/l MgSO4Ŀ7H2O, 

1,55mmol/l Na2HPO4, 0,45mmol/l NaH2PO4.H2O, 2,5mmol/l AA; pH 7,4) obsahuj²c²m 

pŚ²davek neostigminu (10Õmol/l). Myġi se mohly po celou dobu trv§n² experimentu volnŊ 

pohybovat prostorem testovac² klece. Po dvou hodin§ch, kter® byly urļeny ke stabilizaci 

hladiny ACh, jsme odebrali do zkumavek pŊt ļtyŚminutovĨch dialyz§tŢ, ze kterĨch byla 

stanovena baz§ln² hodnota extracelul§rn² hladiny ACh a cholinu u CHT-OXP a WT myġ². 

Koncentrace ACh a cholinu byla n§slednŊ stanovena HPLC hmotnostn² spektrometri². Pro 

stanoven² skuteļn® hodnoty baz§ln²ho ACh a cholinu byly absolutn² hodnoty ACh upraveny 

podle Ărecovery rateñ mokrodialyzaļn² sondy (9,5-14,3%).  

 

HPLC hmotnostn² spektrometrie ke stanoven² ACh a cholinu u CHT-OXP a WT myġ² 

HPLC 

Vzorky z²skan® z mikrodialĨzy byly analyzov§ny syst®mem Thermo Finnigan Surveyor 

Plus HPLC, kterĨ byl sloģen z automatick®ho odbŊraļe vzorkŢ (Autosampler Plus) a z MS 

Pumpy Plus. Neurochemick® separace bylo dosaģeno v kolonŊ Phenomenex Kinetex biphenyl 

LC (50 Ĭ 2,1mm, velikost ļ§stice 1,7 Õm, velikost p·rŢ 100 ¡). Mobiln² f§ze A byla sloģena z 



61 

 

10mmol/l mravenļanu amonn®ho a 0,15% (V/V) kyseliny mravenļ² ve vodŊ. Mobiln² f§z² B 

byl acetonitril. Gradient pro mobiln² f§zi pro vġech 16 analytŢ byl n§slednĨ: Poļ§teļn², 0% B; 

0,1 min, 10% B; 2,3 min, 20% B; 3,7 min, 50% B; 4,0 min, 80% B; 4,5 min, 0% B; 6,5 min, 

0% B. PrŢtokov§ rychlost ļinila 200 Õl/min a objem vzorkovac² injekce pŚedstavoval 5 Õl. 

Hmotnostn² spektrometrie  

K detekci byl pouģit hmotnostn² spektrometr Thermo Finnigan TSQ Quantum Ultra 

triple quadrupole operuj²c² v kladn®m m·du. Ionizace elektrosprejem (ESI) byla prov§dŊna pŚi 

napŊt² 3,5 kV a ohŚevu ESI sondy (HESI-II) na 300ÁC. Kapil§rn² teplota pŚedstavovala 350ÁC. 

Zpomalen² mezi cykly bylo 200 ms. Automatick§ integrace p²kŢ byla provedena pomoc² 

Thermo XCalibur QuanBrowser version 2.1. Vġechny p²ky byly zkontrolov§ny i vizu§lnŊ, aby 

se zajistila spr§vn§ integrace. Kalibraļn² kŚivky byly sestrojeny na z§kladŊ pomŊru mezi 

plochou p²ku a koncentrac² standardŢ pomoc² line§rn² regrese. 

Schopnost vychyt§vat exogenn² cholin u CHT-OXP a WT myġ² byla porovn§na pomoc² 

Studentova t-testu. NamŊŚen® hodnoty cholinovĨch amplitud evokovanĨch pomoc² ABT-894 

byly analyzov§ny pouģit²m two-way ANOVA, kde faktory byly genotyp (CHT-OXP a WT) a 

d§vka ABT-894 (60, 600 a 3000 pmol). Baz§ln² hladina ACh a cholinu mŊŚen§ v mPFC u CHT-

OXP a WT myġ² byla porovn§na StudentovĨm t-testem. Đļinek blok§torŢ CHT, HC-3 a ML352 

na ABT-894 evokovan® cholinov® amplitudy byl porovn§n two-way ANOVA testem, kde 

faktory byly genotyp (CHT-OXP) a ļasovĨ interval aplikace blok§toru CHT (8, 10, 20 a 40 

minut). Đļinek blok§torŢ CHT, HC-3 a ML352 na vychyt§v§n² exogennŊ aplikovan®ho cholinu 

byl porovn§n dvoufaktorovou analĨzou rozptylu (ANOVA), kde faktory byly genotyp (CHT-

OXP) a pŚ²tomnost blok§toru CHT. Za signifikantn² byly povaģov§ny hodnoty p<0,05. 
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Studie u Sprague Dawley potkanŢ 

 PavlovŢv podm²nŊnĨ reflex u Sprague Dawley potkanŢ 

Testovac² zaŚ²zen² a postup testov§n² 

Pro screening STs a GTs potkanŢ pomoc² PPR byla pouģita dobŚe propacovan§ metoda 

(Paolone et al., 2013; Pitchers et al., 2015). Potkani byli kaģdĨ den br§ni na ruce po dobu 

minim§lnŊ sedmi dn² a z§roveŔ dva dny pŚed zapoļet²m testov§n² dostali do svoj² klece zhruba 

15 obilnĨch granul² s ban§novou pŚ²chut² (45 mg; BioServ). Potkani byli testov§ni v p§rovac²ch 

(Ăconditioningñ) komor§ch (rozmŊry 20.5 Ĭ 24,1 cm; vĨġka 20,2 cm; MED Associates). 

Z§sobn²k j²dla s automatickĨm d§vkovaļem ban§novĨch pelet se nach§zel uprostŚed jedn® ze 

stŊn komory. K detekci pŚ²stupu potkana k z§sobn²ku slouģily infraļerven® fotobuŔky. Na prav® 

nebo lev® stranŊ z§sobn²ku byla k dispozici vysouvateln§ p§ka, kter§ byla osvŊtlena LED 

ģ§rovkou, avġak pouze v dobŊ, kdy byla p§ka vysunuta do testovac² komory. VĨchylky p§ky 

byly pouģity ke kvantifikaci kontaktu potkana s p§kou. Poļ§tek testovac² s®rie byl potkanŢm 

signalizov§n osvŊtlen²m testovac² komory ļervenĨm stropn²m svŊtlem na stŊnŊ komory 

nach§zej²c² se naproti z§sobn²ku granul². V prvn²m dni testov§n² (tzv. pre-tr®nink) byli potkani 

um²stŊni do p§rovac²ch komor, kter® byly po prvn²ch pŊti minut§ch osvŊtleny. N§slednŊ bylo 

potkanŢm poskytnuto 25 granul² podle protokolu VI-30 (0ï60s). Pre-tr®nink trval v prŢmŊru 

12,5 minuty a p§ka byla bŊhem t®to s®rie vysunuta ze stŊny komory. BŊhem jak pre-tr®ninku, 

tak i n§slednĨch PPR testŢ, potkani vģdy zkonzumovali vġechny granule. V n§sleduj²c²ch pŊti 

PPR s®ri²ch byla komora osvŊtlena a potkanŢm bylo prezentov§no 25 p§rov§n² p§ky 

s granulemi, kter® byly doruļov§ny podle protokolu VI-90 (30ï150s). Podm²nŊnĨm stimulem 

(CS; conditioned stimulus) byla pro kaģdĨ jeden pokus vysunuta osvŊtlen§ p§ka ze 

stŊny komory po dobu osmi sekund. Po zasunut² p§ky zpŊt do stŊny komory byla potkanŢm 

okamģitŊ poskytnuta granule do z§sobn²ku. CelĨ PPR test trval v prŢmŊru 37,5 minut. 

MŊŚen² PPR a klasifikaļn² krit®ria 

VychĨlen² p§ky a vstup k z§sobn²ku granul² pŚi CS byly pouģity ke kvantifikaci trojice 

mŊŚen², kter§ stanovila PPR index. (1) Odchylka v odpovŊdi je definov§na rozd²lem mezi 

vychĨlen²m p§ky a vstupem k z§sobn²ku, vyj§dŚena jako pod²l vġech odpovŊd² [(vychĨlen² 

p§ky ï vstupy k z§sobn²ku)/(vychĨlen² p§ky + vstupy k z§sobn²ku)]. (2) Latentn² sk·re bylo 

vypoļ²t§no jako rozd²l mezi latenc² kontaktu potkana s p§kou a se z§sobn²kem po spuġtŊn² CS; 

tento rozd²l byl normalizov§n vydŊlen²m maxim§ln² latenc² 8 sekund [(latence kontaktu se 

z§sobn²kem ï latence kontaktu s p§kou)/8]. (3) PravdŊpodobnostn² rozd²l byl vypoļ²t§n jako 

rozd²l mezi pravdŊpodobnost² vychĨlen² p§ky pŚi CS (tzn. poļet testŢ, kde byla p§ka vychĨlena 
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mimo 25 p§rovan²) minus pravdŊpodobnost vstupu k z§sobn²ku granul². PPR index byl 

prŢmŊrem odchylky v odpovŊdi, latentn²ho sk·re a pravdŊpodobnostn²ho rozd²lu. Hodnoty 

tohoto sk·re byly v rozmez² +1,0 aģ ï1,0; kde sk·re +1,0 indikovalo n§chylnost ke kontaktu 

s p§kou bŊhem kaģd®ho testu a sk·re ï1,0 indikovalo n§chylnost ke kontaktu se z§sobn²kem 

granul² bŊhem kaģd®ho testu. Jako GTs byly klasifikov§ni potkani, kteŚ² dos§hli prŢmŊrn®ho 

sk·re PPR indexu ve ļtvrt® a p§t® PPR s®rii v hodnot§ch ï1,0 aģ -0,5 (tzn. potkani, kteŚ² se 

svĨm chov§n²m soustŚedili radŊji na z§sobn²k j²dla, neģ na p§ku). STs potkani byli klasifikov§ni 

se sk·re PPR indexu v rozmez² +0,5 aģ +1,0 (tzn. potkani, kteŚ² se svĨm chov§n²m soustŚedili 

radŊji na p§ku-CS, neģ na z§sobn²k j²dla). Potkani, kterĨch sk·re dosahovalo hodnot v rozmez² 

ï0,49 aģ +0,49 a jejich chov§n² kol²salo mezi preferenc² p§ky-CS a z§sobn²kem j²dla, byli 

klasifikov§ni jako intermedi§ln² (INs). OdpovŊdi (pravdŊpodobnost odpovŊdi, poļet kontaktŢ 

a latence) byly analyzov§ny pomoc² jednofaktorov® analĨzy rozptylu-ANOVA s opakovanĨmi 

mŊŚen²mi, kde fenotyp (STs, GTs) byl meziskupinovĨm faktorem a den tr®ninku byl 

opakovac²m/vnitroskupinovĨm faktorem.  

 

Elektrick§ stimulace BF u Sprague Dawley potkanŢ 

Kapacita CHT na transport cholinu byla stejnŊ jako subcelul§rn² distribuce CHT 

stanovena v synaptozomech pŚipravenĨch po elektrick® stimulaci BF (BF-ES) in vivo. 

Parametry stimulace BF byly zvoleny podle pŚedchoz²ch studi² tak, aby reflektovaly ¼ļinek na 

smyslov® vn²m§n² a facilitaci kognitivn²ch procesŢ (Edeline et al., 1994; Goard and Dan, 2009; 

McLin et al., 2002). KromŊ toho bylo v pŚedchoz² pr§ci dok§z§no, ģe tyto parametry jsou 

odpovŊdny za up-regulaci funkce CHT vļetnŊ zvĨġen² denzity CHT v synaptick® plazmatick® 

membr§nŊ (Parikh et al., 2013). PotkanŢm byla ubedeni do urethanov® anest®zie (1,25ï1,5g/kg, 

i. p.), n§slednŊ byli um²stŊni do stereotaxick®ho r§mu. Koncentrick§ bipol§rn² elektroda (FHC) 

byla zavedena do prav®ho BF tak, abychom mohli stimulovat cholinergn² neurony v oblasti 

nucleus basalis Meynerti (NBM) a substantia innominata (SI), aplikov§n²m 1Hz kvadratickĨm 

pulzem (100 ÕA) s®ri² 500ms pulzŢ po dobu 20 minut pomoc² izolovan®ho pulzn²ho stimul§toru 

(model 2100; A-M Systems). Kontroln² skupina zv²Śat byla pŚipravena podobnŊ, avġak s t²m 

rozd²lem, ģe jim nebyla aplikov§na nijak§ stimulace (tzv. sham). Zv²Śata byla ihned po stimulaci 

usmrcena dekapitac² a prav§ front§ln² kŢra byla izolov§na spolu se striaty z obou hemisf®r. Aby 

byl zajiġtŊn dostatek proteinu nutnĨ pro ex vivo mŊŚen², tk§nŊ ze samostatnĨch skupin STs a 

GTs byly odebr§ny za ¼ļelem stanoven² kapacity CHT po BF-ES a pro stanoven² subcelul§rn² 

distribuce CHT. 
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ZpŊtn® vychyt§v§n² cholinu v synaptozomech (HACU) a immunoblotting 

PŚ²prava tk§nŊ 

Potkani byli dekapitov§ni jeġtŊ v prŢbŊhu st§le trvaj²c²ho ¼ļinku anestezie uretanem 

(25%; 1,25ï1,5g/kg; i. p.). Mozeļek, mozkovĨ kmen a ļichovĨ bulbus byly odstranŊny. 

Hemisf®ry byly oddŊleny a k orientaci pŚi rozdŊlen² prav® hemisf®ry v rostrokaud§ln²m smŊru 

byly jako orientaļn² body pouģity HIP a striatum. Front§ln² kŢra a striatum byly vyjmuty 

samostatnŊ na ledovŊ vychlazen® Petriho misce. Izolovan® tk§nŊ front§ln² kŢry a striata byly 

homogenizov§ny v ledovŊ vychlazen®m roztoku 0,32mol/l sachar·zy. Homogen§ty byly 

centrifugov§ny ļtyŚi minuty pŚi 1000Ĭg. Supernatant byl n§slednŊ centrifugov§n pŚi 12500Ĭg 

po dobu deseti minut. Tekut§ sloģka byla odstranŊna a synaptozom§ln² pelety byly pouģity buŅ 

pro ¼ļely mŊŚen² HACU, nebo byly zmrazeny pŚi -80 ÁC a n§slednŊ analĨzov§ny 

immunoblottingem. 

 

Vychyt§v§n² cholinu cholinovĨm transport®rem v synaptozomech  

Synaptozomy byly rozsuspendov§ny v pufrovac²m KrebsovŊ hydrogenuhliļitanov®m 

roztoku obsahuj²c²m 118mmol/l NaCl, 4,7mmol/l KCl, 1,2mmol/l KH2PO4, 25mmol/l 

NaHCO3, 1,7mmol/l CaCl2, 10mmol/l gluk·zu a doplnŊn®m o 100Õmol/l kyselinu askorbovou 

a 10Õmol/l fyzostigmin a s probubl§v§n²m smŊs² O2/CO2 (95:5). Transport cholinu byl stanoven 

inkubac² alikvotn²ch d²lŢ (50Õl) synaptozom§ln² suspenze po dobu pŊti minut pŚi teplotŊ 37ÁC 

za nebo bez pŚ²tomnosti 10Õmol/l HC-3. Inkubace byla zastavena pŚem²stŊn²m zkumavek do 

ledov® l§znŊ, n§slednŊ byl uplatnŊn Ăcell harvesterñ (Brandel) za ¼ļelem filtrace. Kinetick® 

studie byly prov§dŊny s cholinem o rŢznĨch koncentrac²ch v rozmez² od 20nmol/l do 6Õmol/l 

s pŚ²mŊs² 10% [3H]-cholinu. Koncentrace proteinu byla mŊŚena pomoc² Pierce BCA protein 

assay kitu (Thermo Fisher Scientific). Vychyt§v§n² cholinu zprostŚedkovan® CHT bylo 

stanoveno jako celkovŊ vychytanĨ cholin minus cholin vychytanĨ v pŚ²tomnosti HC-3 (Parikh 

and Sarter, 2006; Parikh et al., 2013). Maxim§ln² rychlost cholinov®ho transportu (Vmax) a 

afinita k cholinu (Km) byly vypoļ²t§ny pomoc² GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). 

 

Subcelul§rn² frakcionace a immunoblotting  

Subcelul§rn² frakcionace slouģila k izolaci frakc² plazmatick® membr§ny (LP1) a 

vezikul§rn² membr§ny (LP2), jak jiģ bylo pops§no v pŚedchoz²ch prac²ch (Apparsundaram et 

al., 2005; Ferguson et al., 2003; Parikh et al., 2013). Synaptozom§ln² pelety byly lyzov§ny v 

5mmol/l HEPES-NaOH, pH 7,4, obsahuj²c²m 1,0Õg/ml leupeptinu, 1,0Õg/ml aprotininu, 
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1,0Õg/ml pepstatinu a 250Õg/ml fenylmetylsulfonyl fluoridu. Synaptozom§ln² frakce 

plazmatick® membr§ny (LP1) byly pŚipraveny centrifugac² lyz§tu pŚi 15 000Ĭg po dobu 20 

minut. VĨslednĨ supernatant byl n§slednŊ centrifugov§n pŚi 200 000Ĭg po dobu 30 minut a 

vĨsledkem byly intracelul§rn² frakce membr§ny (LP2) za pouģit² ultracentrifugy Beckman-

Coulter TL100. Protein byl extrahov§n z kaģd® frakce smŊs² 1% SDS, 5mmol/l HEPES-KOH, 

pH 7,3, 1mmol/l EDTA, 1mmol/l EGTA a prote§zovĨm inhibitorem. Koncentrace proteinu 

byla stanovena d²ky pouģit² modifikovan® metody Lowry Protein Assay (Pierce). Ekvivalentn² 

mnoģstv² (25 Õg) proteinu z kaģd® frakce byla pouģita na immunoblotting a kaģdĨ vzorek byl 

stanoven v duplik§tu. Proteiny byly oddŊleny na 4ï15% Tris-HCl polyakrylamidov®m gelu a 

pŚem²stŊny na PVDF membr§nu. Imunodetekce CHT proteinovĨch fragmentŢ byla ukonļena 

inkubac² membr§ny v prŢbŊhu noci za pŚ²tomnosti kr§liļ²ch anti-CHT polyklon§ln²ch 

protil§tek (ABN458; Millipore) naŚedŊnĨmi v pomŊru 1:2000. Membr§ny byly n§slednŊ 

vystaveny pŢsoben² kŚenov® peroxid§zy konjugovan® se sekund§rn²mi anti-kr§liļ²mi 

protil§tkami pŚipravenĨmi v oslovi a s ECL Advance chemiluminiscentn²m substr§tem (GE 

Healthcare). VĨslednĨ chemiluminiscenļn² sign§l byl zaznamen§n pomoc² Molecular Imager 

ChemidocEQsystem (Bio-Rad). Denzitometrick§ analĨza CHT proteinovĨch imunoreaktivn²ch 

fragmentŢ v LP1 a LP2 frakc²ch byla vypoļtena jako jednotn§ hustota pixelŢ s pouģit²m NIH 

ImageJ software. Membr§ny byly nastŚih§ny na prouģky za ¼ļelem detekce ɓ-tubulinu ve vġech 

vzorc²ch a slouģily jako kontrola pro pŚ²pad jakĨchkoliv rozd²lŢ mezi vzorky bŊhem 

elektrofor®zy na gelu. Denzita CHT bola normalizov§na na ¼roveŔ imunoreaktivn²ch ɓï

tubulinovĨch vazeb pro kaģdĨ z analyzovanĨch vzorkŢ. KromŊ stanoven² denzity CHT v LP1 

a LP2 frakc²ch jsme rovnŊģ stanovili celkovĨ CHT protein v synaptozomech z kŢry. Proteiny 

byly extrahov§ny z lyzovanĨch synaptozom§ln²ch pelet a pouģity k CHT immunoblottingu tak, 

jako jiģ bylo pops§no vĨġe.  

NamŊŚen® hodnoty transportu cholinu pomoc² CHT (Vmax a Km) a koncentrace CHT 

v subcelul§rn²ch frakc²ch (LP1, LP2) byly analyzov§ny pouģit²m dvoufaktorov® analĨzy 

rozptylu ANOVA, kde faktory byly skupina potkanŢ (STs a GTs) a stimulace BF (BF-sham 

nebo BF-ES). Za signifikantn² byly povaģov§ny hodnoty p<0,05. 
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VĨsledky 

VĨsledky studi² u myġ² s chybŊj²c²m M4 MR 

M4KO samice jsou hyperaktivn² v prŢbŊhu aktivn² f§ze dne   

AnalĨza biorytmŢ u M4KO a WT samic/samcŢ uk§zala vĨrazn® zvĨġen² pohybov® 

aktivity u M4KO genotypu, pŚiļemģ tato zmŊna byla zaznamenateln§ pouze u samic. 

PŚevaģuj²c² d®lka periodogramu byla 24 hodin, a to u obou genotypŢ. AnalĨza periodogramu 

pohybov® aktivity a tŊlesn® teploty u M4KO a M4WT myġ² uk§zala cirkadi§nn² rytmus typickĨ 

pro noļn² zv²Śata s maxim§ln²mi hodnotami v r§mci tmav® f§ze dne (Benstaali et al., 2001). 

 

Pohybov§ aktivita 

Biorytmus u M4KO samcŢ byl zmŊnŊn jen minim§lnŊ ve srovn§n² s M4WT samci (Obr. 

3; Tabulka 2). U samcŢ se kŚivky liġily pŚedevġ²m v maxim§ln²m a minim§ln²m sklonu n§rŢstu 

(prŢmŊrÑSD M4WT: -3,9616Ñ2,3349 (n=15); M4KO: -0,0608Ñ2,9434 (n=15); M4KO vs. WT: 

p=0,000397, 1,53% oba v maxim§ln²m a minim§ln²m sklonu n§rŢstu).   

V porovn§n² se samci se biorytmus pohybov® aktivity M4KO samic vĨznamnŊ liġil od 

M4WT samic, coģ bylo zpŢsobeno zejm®na zvĨġenou pohybovou aktivitou M4KO samic bŊhem 

tmav® f§ze dne (Obr. 3; Tabulka 3 a 4). Statisticky vĨznamn® vĨsledky jsou sumarizov§ny 

v Tabulce 4. StŚedn² hodnota rytmu (tzv. mezor) byla zvĨġena o 91% u M4KO samic 

(prŢmŊrÑSD M4WT: 16,0643Ñ4,188 (n=17); M4KO: 30,6958Ñ0,2654 (n=13), p<0,001). Jak 

aritmetickĨ, tak i v§ģenĨ prŢmŊr byl u M4KO samic zvĨġen v²ce neģ dvakr§t, podobnŊ tomu 

bylo i v pŚ²padŊ prŢmŊrn®ho rozd²lu den - noc (D-N), kterĨ byl u M4KO v²ce neģ zdvojn§sobenĨ 

v porovn§n² s WT samicemi. U M4KO samic to vedlo k zvĨġen² prŢmŊrŢ celkovĨch 

namŊŚenĨch hodnot, a to aritmetickĨch i v§ģenĨch (TMean, Tw.Mean, TAUC). Amplituda 24 

hodinov®ho, 12 hodinov®ho, 8 hodinov®ho, 6 hodinov®ho a 4,8 hodinov®ho rytmu byla u M4KO 

samic v²ce neģ dvojn§sobn§.  

Z§kladn²m rozd²lem biorytmŢ mezi samci a samicemi (Obr. 4) je rozd²l v pohybov® 

aktivitŊ, neboŠ ta byla u samic vyġġ² v porovn§n² se samci, coģ je viditeln® jak u WT myġ² 

(Tabulka 3 a 5), tak i u M4KO myġ² (Tabulka 3 a 6). Rozd²ly byly zejm®na v n§sleduj²c²ch 

parametrech: stŚedn² hodnota rytmu (1,42 kr§t vyġġ² u M4WT samic; prŢmŊrÑSD M4WT samci: 

11,2391Ñ1,8955 (n=15); M4WT samice: 16,0443Ñ4,1794 (n=17), p<0,001; a 2,47 kr§t vyġġ² u 

M4KO samic v porovn§n² se samci; prŢmŊrÑSD M4KO samci: 12,3867Ñ2,2021 (n=15); M4KO 

samice: 30,6395Ñ10,2445 (n=13), p<0,001), prŢmŊr (aritmetickĨ a v§ģenĨ), prŢmŊr rozd²lu 
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mezi dnem a noc² (aritmetickĨ a v§ģenĨ), denn² v§ģenĨ prŢmŊr, noļn² aritmetickĨ a v§ģenĨ 

prŢmŊr, 24 hodinov§ a 4,8 hodinov§ amplituda. U M4KO genotypu byly rozd²ly i v amplitudŊ 

8 hodinov®ho, 6 hodinov®ho a 4 hodinov®ho rytmu a v maxim§ln²m a minim§ln²m sklonu 

n§rŢstu kŚivky. ZmŊny u M4KO genotypu byly zdvojn§sobeny (nŊkter® parametry byly zvĨġeny 

3-4 n§sobnŊ), u WT genotypu byly hodnoty u samic zvĨġeny o 50% v porovn§n² se samci.  

 

Obr§zek 3: Cirkadi§nn² rytmus pohybov® aktivity M4WT a M4KO samcŢ (nahoŚe) a samic. 

Pohybov§ aktivita je vyj§dŚena jako prŢmŊrÑSD. Pohybov§ aktivita v arbitr§rn²ch jednotk§ch 

byla mŊŚena pomoc² telemetrie bŊhem tŚ² za sebou jedouc²ch dn² v jednominutovĨch 

intervalech. Vynesen® jsou 14,4 min prŢmŊry pohybov® aktivity (M4WT samci: n=15; M4KO 

samci: n=15; M4WT samice: n=17; M4KO samice: n=13) za 3 dny, zpracovan® programem 

ChronosFit s n§slednĨm pŚevodem do GraphPad Prism5. Viz legendu pro vysvŊtlen² symbolŢ. 

Ġedou barvou je zvĨraznŊna tmav§ f§ze 24 hodinov®ho inetervalu.  
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Obr§zek 4: Srovn§n² cirkadi§nn²ho rytmu pohybov® aktivity mezi samci a samicemi u M4WT 

(nahoŚe) a M4KO genotypu. 

Pohybov§ aktivita je vyj§dŚena jako prŢmŊrÑSD. Pohybov§ aktivita v arbitr§rn²ch jednotk§ch 

byla mŊŚena pomoc² telemetrie bŊhem tŚ² za sebou jedouc²ch dn² v jednominutovĨch 

intervalech. Vynesen® jsou 14,4 min prŢmŊry pohybov® aktivity (M4WT samci: n=15; M4KO 

samci: n=15; M4WT samice: n=17; M4KO samice: n=13) za 3 dny, zpracovan® programem 

ChronosFit s n§slednĨm pŚevodem do GraphPad Prism5. Viz legendu pro vysvŊtlen² symbolŢ. 

Ġedou barvou je zvĨraznŊna tmav§ f§ze 24 hodinov®ho intervalu.  
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Obr§zek 5: Srovn§n² periodogramu pohybov® aktivity u samcŢ a samic. Vlevo: Periodogramy 

u WT myġ², samci nahoŚe, samice dole. Vpravo: Periodogramy u M4KO myġ², samci nahoŚe, 

samice dole. 

Spektrum bylo vypoļteno pomoc² programu Chronos-Fit s pouģit²m Lomb-Scargleova 

algoritmu (M4WT samci: n=15; M4KO samci: n=15; M4WT samice: n=17; M4KO samice: 

n=13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 






















































































































































































